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A   Adenin 
ACC AHA engl. American College of Cardiology and the American Heart 
Association 
ACTA2-Gen  actin, alpha 2, smooth muscle, aorta-Gen 
ADPKD  autosomal-dominante Polyzystische Nierenerkrankung 
AI   Aorteninsuffizienz 
AK   Antikörper 
Anti-GAPDH  Anti-Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
APS   Ammonium persulfat 
AS   Aortenklappenstenose 
B   Balancierte Insuffizenz oder Stenose 
BAV   Bikuspide Aortenklappe 
BMI   engl. Body Mass Index 
BSA   engl. bovine serum albumine 
C   Cytosin 
CaCl2   Calciumchlorid 
CMR   Aorten-Magnetresonanzangiographie 
COPD   Chronisch obstruktive Lungenerkrankung 
CTP   Cytosintriphosphat 
cRNS   engl. complementary ribonucleic acid 
DAPI   4' 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 
ddH2O   engl. double-distilled water 
DNA   engl. Desoxyribonucleic acid 
dNTP   engl. Desoxyribonukleosidtriphosphate 
DPBS   engl. Dulbecco´s Phosphate Duffered Saline 
ECL   engl. enhanced chemiluminescence 
EDS   Ehlers-Danlos-Syndrom 
ELISA   engl. Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
eNOS   engl. endothelial-derived nitric oxide 
FBN1-Gen  Fibrillin 1-Gen 
G   Guanin 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
H2O   Wasser 
HCL   Salzsäure 
HLP   Hyperlipidämie 
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HRM-PCR  engl. High-Resolution-Melting-polymerase chain reaction 
HRP   Horseradish peroxidase 
I   Insuffizienz 
IZKF   Interdisziplinäres Zentrum für klinische Forschung 
K   konkav 
LDS   Loeys-Dietz-Syndrom 
LVEF   linksventrikuläre Pumpfunktion 
mA   Milliampere 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
MFS   Marfan-Syndrom 
ml   Milliliter 
MMP   Matrixmetalloproteinase 
mRNA   engl. messenger RNA 
NaCl   Natriumchlorid 
NaH2PO4  Natriumdihydrogenphosphat 
Na2HPO4  Dinatriumhydrogenphosphat 
nm   Nanometer 
No   keine Insuffizienz oder Stenose 
oligo-dT Primer oligo-deoxythymine Primer 
pAVK   peripher arterielle Verschlusskrankheit 
PBST   engl. phosphate buffered saline 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
PVDF   Polyvinylidenfluorid 
RIPA   engl. Radioimmunoprecipitation assay 
RNA   engl. Ribonucleic acid 
rpm   engl. revolutions per minute 
S   Stenose 
SDS   engl. Sodium-Dodecylsulphate 
SEM   engl. standard error of the mean 
SNP   engl. single nucleotide polymorphism 
T   Thymin 
TAA   Thorakales Aortenaneurysma 
TAAD   familiäre thorakale Dissektion 
TAV   Trikuspide Aortenklappe 
TBS   engl. TRIS buffered saline 
TEMED  Tetramethylethylendiamin 
TGFB2  engl. transforming growth factor beta 2 
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TIMP   engl. tissue inhibitor of metalloproteinases  
TTE   transthorakales Echo 
TRIS   Tris-Hydroxymethylaminomethan 
UFD1L-Gen  ubiquitin fusion degradation 1-like-Gen 
V   Volt 
V   konvex 
VSMC   engl. Vascular Smooth Muscle Cells 
WB   Western Blot 
WT   Wildtyp 
µg   Mikrogramm 
µl   Mikroliter




1.1. Bikuspide Aortenklappe (BAV) 
Die Aortenklappe ist eine von vier Herzklappen. Sie ist am Ursprung der Aorta lokalisiert und 
dient als Ventil zwischen dem linken Herzen und dem großen Körperkreislauf. Während der 
Systole des Herzens öffnet sich die Aortenklappe durch Druckerhöhung im linken Ventrikel 
und lässt das Blut in die Aorta fließen. In der Diastole verhindert sie den Rückfluss in die 
linke Herzkammer. Sie gehört zu den Taschenklappen des Herzens, welche normalerweise 
aus jeweils drei Klappentaschen aufgebaut sind. Diese werden auch als Valvulae 
semilunares bezeichnet. Man unterscheidet dabei die rechte, linke und die hintere oder 
septale Tasche. In der Aortenwurzel befinden sich die Sinus aortae. Die Koronararterien 
entspringen an zwei dieser Sinus. Daher bezeichnet man die Klappentaschen aufgrund ihrer 
lokalen Nähe auch als Valvula coronaria dextra et sinistra und das freie Segel als Valvula 
non coronaria (Duale Reihe Anatomie, 2010). 
Bei Patienten mit bikuspider Aortenklappe ist die Taschenklappe nicht wie gewöhnlich aus 
drei Taschen aufgebaut, sondern besitzt anatomisch nur zwei Klappentaschen. Die „wahre“ 
bikuspide Aortenklappe ist sowohl morphologisch als auch funktionell aus zwei Segeln 
aufgebaut. Das heißt die Anlage der Aortenklappe ist von Beginn an bikuspid (Yener et al., 
2002). Diese Form tritt jedoch selten auf (Yener et al., 2002). Die Klappe stellt sich dann mit 
zwei gleichgroßen Sinus valsalvae dar, die entweder anterior-posterior mit von rechts nach 
links verlaufender Kommissur oder lateral mit von vorn nach hinten verlaufener Kommissur, 
orientiert ist. Die häufigste Form der bikuspiden Aortenklappe ist aus einer trikuspid 
angelegten Aortenklappe hervorgegangen (Sievers et al., 2007). Bei dieser sind anatomisch 
drei Sinus und drei Klappentaschen angelegt, jedoch sind zwei dieser durch prä- oder 
postnatale Fusion miteinander verschmolzen (Waller et al., 1973). Es resultiert dadurch eine 
funktionelle bikuspide Aortenklappe (Lewin et al., 2005). Bei dieser Form kommt es zur 
Ausbildung von zwei unterschiedlich großen Segeln. Außerdem weist die Klappe dann eine 
zentrale Verdickung, welche als Raphe bezeichnet wird, auf. Die Raphe entsteht durch die 
Fusion der Kommissur zweier Klappentaschen (Sievers et al., 2007). 
2008 haben Russo et al. eine Klassifikation der bikuspiden Aortenklappe eingeführt. Dabei 
ist Typ A durch eine Fusion des rechten und linken Segels gekennzeichnet. Diese stellt 
gleichzeitig mit 74 % auch die häufigste Form bikuspider Aortenklappen dar. Betrifft die 
Fusion das rechte und das nichtkoronare Segel, so wird es als Typ B bezeichnet. Dieser Typ 
zeigt mit 24 % das zweithäufigste Auftreten. In nur zwei Prozent der Fälle tritt eine Fusion 
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des linken mit dem nichtkoronaren Segel auf und wird als Typ C bezeichnet (Russo et al., 
2008). 
Die inzwischen am häufigsten angewandte systematische Klassifikation geht auf Sievers et 
al. zurück. Dabei werden drei Charakteristiken unterschieden: Die Anzahl der Raphen, die 
räumliche Anordnung der Segel und der funktionelle Zustand der Klappe. Die erste Kategorie 
wurde als am wichtigsten angesehen und teilt bikuspide Klappen in Typ 0, 1 und 2. Besitzt 
die Klappe keine Raphe gehört sie dem Typ 0 an. Aortenklappen mit einer Raphe sind dem 
Typ 1 zugeordnet. Typ 2-Aortenklappen haben zwei Raphen. Ergänzt wird der Typ durch die 
beiden anderen oben genannten Charakteristiken. Die erste Subkategorie betrifft die 
räumliche Anordnung der freien Ecken der Klappe. Bei Typ 0 unterscheidet man zwischen 
anterior-posterior oder lateral und bei Typ 1 und 2 ist der Bezug zu den Sinus definiert. Die 
zweite Subkategorie wird durch den funktionellen Status bestimmt. Hier wird zwischen 
prädominanter Insuffizienz (I), prädominanter Stenose (S), balancierter Insuffizienz und 
Stenose (B) sowie keine Insuffizienz oder Stenose (No) unterschieden (Sievers et al., 2007). 
 
Abbildung 1: Schema der verschiedenen Phänotypen bei BAV nach Sievers (Sievers et 
al., 2007). Es werden drei Charakteristiken unterschieden: Die Anzahl der Raphen, die 
räumliche Anordnung der Segel und der funktionelle Zustand der Klappe. Die erste Kategorie 
teilt bikuspide Klappen in Typ 0, 1 und 2. Besitzt die Klappe keine Raphe gehört sie dem Typ 
0 an. Aortenklappen mit einer Raphe sind dem Typ 1 zugeordnet. Typ 2-Aortenklappen 
haben zwei Raphen. 
1.1.2. Inzidenz 
Die bikuspide Aortenklappe weist eine Inzidenz von 0,9 - 2 % auf und ist damit die häufigste 
kongenitale Herzklappenanomalie in der allgemeinen Bevölkerung (Fedak et al., 2005). In 
Deutschland werden rund 800.000 - 1.600.000 Patienten pro Jahr mit bikuspider 
Aortenklappe geboren. Das männliche Geschlecht prädisponiert für das Auftreten einer 
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bikuspiden Aortenklappe. So sind Männer bis zu viermal häufiger als Frauen betroffen. Oder 
anders ausgedrückt: 80 % der Neugeborenen mit bikuspider Aortenklappe sind männlich 
(Tutar et al., 2005). Nur bei 20 % der Patienten mit bikuspider Aortenklappe bleibt diese 
lebenslang funktionstüchtig. Die Inzidenz der Patienten mit bikuspider Aortenklappe unter 
den Patienten, die eine Aortenklappenchirurgie benötigen, liegt bei 30 % (Collins et al., 2008; 
Butany et al., 2005, Michelena et al., 2008). 
1.1.3. Histologie 
Mikroskopisch ist die Aortenklappe Teil des Endokards. Endothel überzieht die 
Aortenklappenoberfläche vollständig. Der bindegewebige Anteil besteht grundsätzlich aus 
zwei Schichten: der Fibrosa und der Spongiosa. Erstere ist aus straffem, kollagenem 
Bindegewebe aufgebaut und steht mit dem Anulus fibrosus in Verbindung. Die Spongiosa ist 
eine locker strukturierte Schicht. Sie enthält neben Fibroblasten auch Abwehrzellen wie 
Makrophagen und zeichnet sich zudem durch einen hohen Gehalt an Proteoglykanen und 
Hyaluronsäure aus. Die Segel sind komplett gefäßfrei. Eine Ausnahme stellt dabei die 
vaskularisierte Basis dar. Die Fibrosa der Klappe liegt auf der, bei geschlossener Klappe 
durch Zug beanspruchten Klappenseite. Also auf der zur Aorta weisenden Seite. Die 
Spongiosa liegt auf der zum Ventrikel zeigenden Seite der Klappe und ist damit den 
Scherkräften des Blutstroms bei geöffneter Aortenklappe ausgesetzt (Lüllmann-Rauch, 3. 
Auflage, Thieme). 
1.1.4. Genetik 
Eine Assoziation von bikuspider Aortenklappe mit anderen kardiovaskulären Malformationen, 
wie zum Beispiel Aortenisthmusstenose, ist bekannt (Boon et al., 1976). Die Extrazelluläre 
Matrix spielt beispielsweise bei der Entstehung von Aneurysmen eine entscheidende Rolle. 
Extrazelluläre Proteine helfen bei der Zelldifferenzierung und Klappenbildung während der 
Valvulogenese (Fedak et al., 2015). Das lässt auf eine Entstehung primär durch eine defekte 
Valvulogenese und sekundär durch andere Elemente der Entwicklung des kardiovaskulären 
Systems schließen. Dies ist nicht unerwartet, denn Studien haben eine starke Vererbbarkeit 
für kardiovaskuläre Malformationen, einschließlich Aortenstenose, gezeigt (Boon et al., 
1976). Zudem zeigte sich in Studien, dass bikuspide Aortenklappen einer autosomal-
dominanten Vererbung mit reduzierter Penetranz folgen und genetische kardiovaskuläre 
Erkrankungen junger Leute auf Heterogenität zurückzuführen sind (Tadros et al., 2009). 
Jedoch weist die männliche Prädominanz und die Assoziation der bikuspiden Aortenklappen-
Trägerinnen mit dem Turner-Syndrom auf eine X-chromosomale Erkrankung hin (Miller et al., 
1983). Mutationen im NOTCH1-Gen, das sich auf Chromosom 9q befindet, führen zu 
Veränderungen im Signalweg, was möglicherweise für die Ausbildung einer bikuspiden 
Aortenklappe verantwortlich ist. Eine weitere mögliche Ätiologie besteht in der 
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Herunterregulierung des Ubiquitin fusion degradation 1-like (UFD1L)-Gens auf Chromosom 
22. Dieses Gen wird stark bei der Ausbildung des kardialen Ausflusstraktes während der 
Embryogenese exprimiert. Das DiGeorge-Syndrom und das velocardiofaziale Syndrom, die 
ebenfalls durch Deletionen auf Chromosom 22 entstehen, zeigen die Verbindung zur 
gleichzeitigen Ausbildung einer bikuspiden Aortenklappe bei diesen Syndromen. Familiär 
auftretende Aorta ascendens-Aneurysmen treten bei Mutationen im actin, alpha 2, smooth 
muscle, aorta (ACTA2)-Gen in Erscheinung, dass für vascular smooth muscle cells (VSMC) 
α-Aktin kodiert. Außerdem ist die Expression der endothelial-derived nitric oxide (eNOS)-
Synthase bei Patienten mit bikuspider Aortenklappe in der Aorta ascendens geringer als bei 
Patienten mit der trikuspiden Variante der Aortenklappe. Endothelial-derived nitric oxide 
spielt in der Klappen- und Gefäßausbildung während der Embryogenese und auch beim 
Remodelling nach der Entwicklung eine Rolle. Aorten von Patienten mit bikuspider 
Aortenklappe haben histopathologisch Gemeinsamkeiten mit den Aorten von Marfan-
Patienten. Jedoch konnte die Mutation im Fibrillin 1-Gen (FBN1-Gen), welches zum Marfan-
Syndrom führt, bei Patienten mit bikuspider Aortenklappe nicht nachgewiesen werden 
(Tadros et al., 2009). 
1.2. Molekulare Veränderungen 
1.2.1. Matrixmetalloproteinasen allgemein 
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) gehören zur Familie der Proteasen, die eine wichtige Rolle 
in der Homöostase des Bindegewebes spielen. Die Familie der MMPs beinhaltet derzeit 
mindestens 25 bekannte Proteasen. Ursprünglich wurden die Enzyme nach ihrem 
Hauptsubstrat benannt und in verschiedene Gruppen eingeteilt (Stamenkovic et al., 2000; 
Sternlicht et al., 2001). Inzwischen wurde festgestellt, dass die meisten Enzyme eine Vielzahl 
von Substrate binden, unter anderem auch inaktive Proformen anderer Mitglieder der 
Familie. Daher erhielten in der neuen Klassifikation alle MMPs eine fortlaufende Nummer, 
um die Verbindung zwischen Name und Funktion aufzuheben. Danach wird die Gelatinase A 
als MMP-2 bezeichnet (Woessner et al., 2001). MMPs werden von einer Reihe 
unterschiedlicher Zelltypen synthetisiert und als Pro-MMP oder Zymogene sekretiert. Dazu 
zählen Endothel-, Gefäß- und periadventitiale Bindegewebszellen (Wilton et al., 2007; Abaci 
et al., 2012). MMP-2 ist eine Zink-abhängige Endopeptidase, die aus verschiedenen 
Untereinheiten, sogenannten Domänen, aufgebaut ist. Bei einer Domäne handelt es sich um 
eine strukturell und funktionell eigenständige Region innerhalb eines Proteinmoleküls (Bork 
and/und Campbell et al., 1996). Sie besitzt an einem Ende eine N-terminale Signalsequenz. 
Diese Prä-Dömane befähigt das Enzym den Weg zum Endoplasmatischen Retikulum zu 
finden. Daran schließt sich eine Pro-Domäne an, die die Enzymlatenz aufrecht erhält bis es 
abgespalten und das Enzym dadurch aktiviert wird (Woessner et al., 1999). Die katalytische 
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Domäne des MMP-2-Enzyms, die eine Zink-Bindungsstelle beinhaltet, folgt dieser Region. 
Aber auch außerhalb des katalytischen Zentrums gibt es weitere Enzymbindungsstellen. 
Dazu gehören die Hämopexin- und Fibronektin-Domäne, welche man auch als exosites 
bezeichnet. Über eine hinge-Region sind diese mit der katalytischen Domäne verbunden, 
sodass ein Zusammenspiel zwischen den beiden Enzymdomänen möglich wird (Woessner 
et al., 1999, Van Wart et al., 1990). Sie erweitern somit das substratspezifische Profil durch 
weitere Kontaktstellen. Die Hämopexin-Domäne ist an der Bindung von TIMP (tissue inhibitor 
of matrixmetalloproteinase) und einiger Substrate, wie Heparin oder Fibronektin, beteiligt 
(Wallon et al., 1997). Innerhalb der katalytischen Region besitzt das Enzym drei Cystein- 
reiche Repeats, die Fibronektin-Domäne. Diese Enzymregion ähnelt den Kollagen Typ-II- 
Wiederholungen des Fibronektin und ist für die Bindung und Spaltung von Kollagen und 
Elastin verantwortlich (Gehrmann et al., 2002; Gehrmann et al., 2004; Banyai et al., 1994). 
 
Abbildung 2: Aufbau MMP-2. MMP-2 ist eine Zink-abhängige Endopeptidase, die aus 
verschiedenen Untereinheiten, sogenannten Domänen, aufgebaut ist. Sie besitzt an einem 
Ende eine N-terminale Signalsequenz – die Prä-Domäne. Daran schließt sich eine Pro-
Domäne an, die die Enzymlatenz aufrechterhält. Durch Abspaltung wird das Enzym aktiviert 
(Woessner et al., 1999). Die katalytische Domäne des MMP-2-Enzyms mit Zink-
Bindungsstelle folgt. Außerhalb des katalytischen Zentrums gibt es weitere 
Enzymbindungsstellen: die Hämopexin- und Fibronektin-Domäne, welche man auch als 
exosites bezeichnet (Woessner et al., 1999, Van Wart et al., 1990). 
 
MMPs sind aufgrund ihres Aufbaus zur Spaltung von Proteinen der Extrazellularmatrix fähig 
und an der Signaltransduktion beteiligt. Das MMP-2-Gen befindet sich auf Chromosom 16 an 
der Position 12.2 und kodiert für das Protein Gelatinase A, eine Typ IV-Kollagenase. Es 
besitzt drei Fibronektin Typ II-Domänen, die es dem Enzym ermöglicht denaturiertes Typ IV 
und V Kollagen sowie Elastin zu binden (Genetic Home Reference, 2015). Durch eine 
Vielzahl von Proteinasen kann die Pro-Form in die katalytisch aktive Form überführt werden. 
Dazu zählen auch andere Matrixmetalloproteinasen. Im Gegensatz zu Kollagenasen, die 
natives Kollagen spalten, degradieren die Gelatinasen denaturiertes Kollagen, die Gelatine. 
Ihre Produktion wird auf Transkriptionsebene geregelt. Die Aktivität wird zudem durch die 
proteolytische Spaltung des Proenzyms während des Aktivierungsprozesses, sowie durch 
ihre Gegenspieler, die tissue inhibitor of metalloproteinases, gesteuert. Die Expression von 
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normalen Bedingungen balanciert. Die Balance zwischen MMP und TIMP reguliert den 
Abbau der extrazellulären Matrix in normalen und pathologischen Stadien (Wilton et al., 
2007; Abaci et al., 2012). TIMP-1 ist der am häufigsten in der Aorta ascendens 
vorkommende tissue inhibitor of metalloproteinases. Sie werden von glatten Muskelzellen 
und Fibroblasten synthetisiert und wirken durch irreversible Bindung der MMPs als 
Gegenspieler hemmend auf deren Aktivität. Sie müssen daher im ausgewogenen Verhältnis 
zum Vorkommen der Matrixmetalloproteinasen vorhanden sein, um ein Gleichgewicht der 
Synthese und des Abbaus der Extrazellularmatrix zu gewährleisten (Stamenkovic et al., 
2000; Sternlicht et al., 2001). Des Weiteren wird die MMP-Proteinexpression durch 
Hämodynamik, Verletzungen, Entzündungen und oxidativen Stress reguliert. Studien haben 
gezeigt, dass eine Überexpression an MMP-1, MMP-2 und MMP-9 sowie TIMP-1 und TIMP-
2 und eine erhöhte MMP/TIMP-ratio wichtige Faktoren in der Pathogenese von 
Aortenaneurysmen darstellen (Wilton et al., 2007; Abaci et al., 2012). In der Aorta ascendens 
kommen hauptsächlich die Gelatinasen MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B) 
vor, welche bevorzugt Kollagen Typ IV und teilweise auch Elastin und fibrilläres Kollagen 
abbauen. Bekannte histologische Erkenntnisse bei bikuspider Aortenklappen schließen 
Veränderungen in den elastischen Fasern der Media der thorakalen Aorta mit ein. MMPs 
sind verantwortlich für den Abbau der Proteine der extrazellulären Matrix, wie Elastin, 
Kollagen und Proteoglykane. Dies stellt einen physiologischen Prozess dar. Die Aktivität der 
Matrixmetalloproteinasen, wie MMP-2 und MMP-9, beeinflussen den Matrixstoffwechsel der 
arteriellen Wand und die Gewebefestigkeit der Gefäße (Abaci et al., 2012). 
1.2.2. Veränderung der Matrixmetalloproteinasen bei BAV-Patienten 
Die Festigkeit der Aortenwand ist abhängig von der Balance zwischen Synthese und dem 
Abbau der extrazellulären Proteine. Bei Patienten mit bikuspider Aortenklappe scheint es 
eine Veränderung dieses Equilibriums zu geben, die zu einem Aortenaneurysma führt. Der 
Verlust der Elastizität und der Aortencompliance begleitet möglicherweise langsam, aber 
fortschreitend die Dilatation der Aorta (Abaci et al., 2012). Hämodynamische Faktoren der 
unterschiedlichen Klappentypen bedingen die lokale Expression von 
Matrixmetalloproteinasen und der TIMPs (Wilton et al., 2007). 
1.2.3. Blutfluss 
Hämodynamische Prozesse haben Einfluss auf die Pathogenese der bikuspiden 
Aortenklappe und sind ursächlich für die Assoziation zwischen Klappenanomalie und 
Aortenaneurysmen. So zeigten Studien, dass der Wandstress bei Patienten mit bikuspider 
und Patienten mit trikuspider Aortenklappe differiert (Weigang et al., 2008; Barker et al., 
2010; Mohamed et al., 2011). Verfechter von Umweltfaktoren glauben, dass durch einen 
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abnormalen Blutfluss während der Valvulogenese eine fehlerhafte Separation der Klappen 
resultiert (Fedak et al., 2015). 
1.2.4. Aortenwandveränderungen 
Im Vergleich zu Patienten mit trikuspider Aortenklappe (TAV) und dem gleichen 
Aortendurchmesser ist die Wand der Patienten mit bikuspider Aortenklappe dünner und 
weist zudem eine verminderte Dehnbarkeit auf. Im Gegensatz zu Personen mit trikuspider 
Aortenklappe entwickeln BAV-Patienten schneller schwerwiegende Klappenpathologien, oft 
mit dem Risiko der Entwicklung einer Herzinsuffizienz (Etz et al., 2010; Tadros et al., 2009). 
Die klinische Bedeutung der Korrelation zwischen bikuspiden Aortenklappen und der 
Dilatation der Aorta ascendens basiert auf zwei Faktoren. Zum einen ist die bikuspide 
Aortenklappe die häufigste angeborene Herzklappenanomalie und zum anderen haben 
Dilatationen eine Tendenz zur Dissektion und Ruptur. Dies macht bikuspide Aortenklappen 
zu einer potentiell tödlichen Erkrankung (Tadros et al., 2009). Aortendilatation bei Patienten 
mit bikuspider Aortenklappe schließen die Aortenwurzel und Aorta ascendens mit ein und 
sind vor allem bei älteren Patienten mit bikuspider Aortenklappe vertreten. Gurvitz et al. 
zeigten, dass die Aortenwurzel und Aorta ascendens schon bei Kindern mit bikuspider 
Aortenklappe größer als bei Kindern mit trikuspider Aortenklappe sind (Gruvitz et al., 2004). 
Die Aortendilatation bei Patienten mit bikuspiden Aortenklappe ist bedingt durch eine 
intrinsische Pathologie der Aortenwand, welche durch Medianekrose und -zerstörung 
charakterisiert ist. Zirkulierende Biomarker reflektieren eine Entzündung und Degeneration 
der Aortenwand (Abaci et al., 2012). Man geht davon aus, dass die intrinsische Pathologie 
der Aortenwand den Prozess des Remodellings der Extrazellularmatrix, einschließlich einer 
inadäquaten Synthese, des Abbaus und des Transportes von Extrazellularproteinen, 
beeinflusst (Wilton et al., 2007). Sowohl extrazelluläre als auch zelluläre Prozesse sind an 
der Pathogenese der Aortenaneurysmen beteiligt. Aneurysmen sind durch eine Schwäche 
und Deformierung der Architektur der Aorta gekennzeichnet und sind relativ häufig Ursache 
für den Tod durch Ruptur oder Dissektion (Mohamed et al., 2011). Außerdem zeigt die 
thorakale Aorta Degeneration von Fibrillin 1, Fragmentierung von Elastin und Apoptose 
(Yener et al., 2002). Die Aorta ascendens der Patienten mit bikuspider Aortenklappe weist 
histopathologische Veränderungen, einschließlich Mediadegeneration, erhöhte Aktivität der 
Matrixmetalloproteinasen und vermindertes Vorkommen von Fibrillin 1 in der Aortenwand 
auf. Die Aortenklappe und die Aorta ascendens haben einen gemeinsamen embryologischen 
Ursprung – beide entwickeln sich aus Zellen der Neuralleiste. Die Dicke der Media differiert 
zwischen Patienten mit bikuspider und trikuspider Aortenklappe nicht. Jedoch ist der Abstand 
zwischen den elastischen Lamellen bei Patienten mit bikuspider Aortenklappe größer und die 
Lamellen selbst sind dünner und fragmentierter. Besonders die konvexe Seite der Aorta ist 
von Mediadegeneration betroffen, was sich in geringerem Vorkommen an Kollagen, 
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vermehrter Fragmentierung der elastischen Fasern und weniger glatten Muskelzellen äußert 
(Tadros et al., 2009). 
1.3. Pathologie 
Patienten mit bikuspider Aortenklappe haben meist ein erhöhtes Risiko für Komplikationen 
der Aorta ascendens. Klinisch muss die bikuspide Aortenklappe als eine Erkrankung der 
gesamten proximalen Aorta angesehen werden. Aneurysmen treten häufiger und schwerer 
in jüngeren Jahren auf (Etz et al., 2010). Es ist bekannt, dass bikuspide Aortenklappen mit 
weiteren kardiovaskulären Malformationen, wie Aortenstenose (50 % - 80 %), Aorten-
Interruption (36 %) und isoliertem Ventrikelseptumdefekt (20 %) assoziiert sind (Cripe et al., 
2004) Es treten des Weiteren noch andere kardiovaskuläre Erkrankungen gehäuft bei 
bikuspiden Aortenklappen-Trägern auf. Dazu gehören zum Beispiel 
Aortenwurzeldilatationen, die sich auch bei normaler Funktion der bikuspiden Aortenklappe 
zeigen (Cripe et al., 2004). Die Dilatation der thorakalen Aorta ist zudem auch die häufigste 
Pathologie (Samuel et al., 2010). In 20 % - 50 % der Fälle kommen jedoch weitere 
kardiovaskuläre Anomalien hinzu. 50 % der Patienten mit Aortenisthmusstenose und 30 % 
der Patienten mit unterbrochenem Aortenbogen haben eine bikuspide Aortenklappe sowie 
bis zu 30 % der Patienten mit isoliertem Ventrikelseptumdefekt. Des Weiteren zeigte eine 
Studie, dass Patienten mit angeborener Obstruktion des linken pulmonalen Ausflusstraktes 
gehäuft Verwandte mit bikuspider Aortenklappe haben (Vallely et al., 2008). Auch sind 
bikuspide Aortenklappen mit dem Auftreten von Aneurysmen und Dissektionen assoziiert 
(Fedak et al., 2015). Das Risiko einer Dissektion ist bei Patienten mit bikuspider 
Aortenklappe neunmal höher (Yener et al., 2002). Die Mehrheit der Patienten mit bikuspider 
Aortenklappe weist eine ernsthafte Stenose als Folge der Kalzifizierung auf (Lewin et al., 
2005). Patienten mit bikuspider Aortenklappe müssen sich aufgrund der abnormalen 
Klappenmorphologie und Komplikationen wie Aortenklappenstenose, Aortenaneurysma oder 
Endokarditis durchschnittlich eine Dekade früher einer chirurgischen Korrektur im Vergleich 
zur Kontrollgruppe mit trikuspider Aortenklappe unterziehen (Mohamed et al., 2011). 
Infektiöse Endokarditis ist ebenso eine bekannte Komplikation der bikuspiden Aortenklappe. 
Sie ist für 43 % - 60 % der Fälle einer schweren Aorteninsuffizienz bei Patienten mit 
bikuspider Aortenklappe, meist als Folge einer Klappenperforation, verantwortlich. 
Klappenendokarditis tritt bevorzugt bei jungen Erwachsenen (mittleres Alter schwankt 
zwischen 38 und 53 Jahren) auf, wobei eine starke männliche Dominanz (73 % - 100 %) 
vorherrscht (Yener et al., 2002). 
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1.4. Assoziierte Erkrankungen 
Bikuspide Aortenklappen können als isolierter Defekt auftreten oder in Verbindung mit einer 
Syndromerkrankung. 
1.4.1. Marfan-Syndrom 
Das Marfan-Syndrom (MFS) wird durch eine Veränderung im FBN1-Gen hervorgerufen und 
ist eine autosomal-dominant vererbte Störung des Bindegewebes. Sie ist relativ häufig und 
betrifft 2 - 3 von 10.000 Personen (Singh et al., 2006). Die besorgniserregendsten, mit MFS 
assoziierten Pathologien, betreffen das kardiovaskuläre System. Kardiovaskuläre 
Manifestationen sind hauptsächlich durch Dilatation der Aortenwurzel charakterisiert, was zu 
Aneurysmen führen und sich schließlich unbehandelt zur Dissektion oder Ruptur 
weiterentwickelt kann. Auch weisen diese Patienten häufig einen Mitralklappenprolaps, die 
Dilatation der Pulmonalarterie und die Dilatation oder Dissektion der Aorta descendens oder 
Aorta abdominalis auf. Es ist bekannt, dass ungefähr 80 % der Morbidität bei Marfan-
Syndrom auf Aortenaneurysmen und Dissektionen zurückzuführen ist (Porciani et al., 2004). 
Der Verdacht wird klinisch gestellt und die Diagnose des Marfan-Syndroms durch einen 
Gentest gesichert (A. De Paepe et al., 1996). Einige Forschungen assoziierten die 
Mutationen im TGFB2-Gen als Ursache des familiär auftretenden thorakalen 
Aortenaneurysmas und der Dissektionen mit milder systemischer Ausprägung des Marfan-
Syndroms (G. Boileau et al., 2012). 
1.4.2. Turner-Syndrom und Williams-Beuren-Syndrom 
Das Turner-Syndrom wird durch eine chromosomale Monosomie hervorgerufen. Der 
genetische Defekt führt unter anderem zu Pterygium colli, Minderwuchs, Unfruchtbarkeit und 
Fehlbildungen innerer Organe. Unter den Frauen mit Turner-Syndrom weisen 10 % bis 12 % 
eine bikuspide Aortenklappe auf (Lewin et al., 2005). 
Auch Patienten die unter dem Williams-Beuren-Syndrom leiden, ebenfalls ein Gendefekt, 
haben eine Prädisposition für die Ausbildung einer bikuspiden Aortenklappe. Das Syndrom 
ist unter anderem gekennzeichnet durch faziale Deformierungen, mentale Retardierung und 
supravalvulärer Aortenstenose. Die betroffenen Patienten weisen zudem in 11,6 % der Fälle 
eine bikuspide Aortenklappe auf (Hallidie-Smith and Karas et al., 1988). 
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1.5. Familiäres und spontanes thorakales Aortenaneurysma (TAA) 
Die Verwandten ersten Grades eines Patienten mit Aortenaneurysma haben ein zehn- bis 
zwölffach erhöhtes Risiko ebenfalls ein Aneurysma der Aorta zu entwickeln (Cury et al., 
2013). Auch weisen Patienten mit Erweiterungen der Aorta in der Familienanamnese eine 
größere Wachstumsrate (22 mm pro Jahr) im Vergleich zu sporadischen TAA (3 mm pro 
Jahr) auf. Patienten, die einen engeren Verwandten mit Aortenaneurysma haben, werden 
früher (Diagnose mit 56,8 Jahren), als Patienten mit der sporadischen Variante (Diagnose 
mit 64,3 Jahren), diagnostiziert (Coady et al., 1999). Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass 
die Patienten mit familiärer TAA früher medizinische Hilfe aufsuchen. Des Weiteren ist 
Hypertonie stark mit beiden Formen des TAA assoziiert (73 % und 75 %) (Coady et al., 
1999). 
1.5.1. Thorakales Aortenaneurysma (TAA) 
Die thorakale Aorta wird in vier Abschnitte unterteilt: beginnend herznah mit der 
Aortenwurzel bestehend aus dem Aortenklappenannulus, der Aortenklappen und dem Sinus 
of Vasalva. Der folgende Abschnitt wird als Aorta ascendens bezeichnet. Dieser beinhaltet 
den tubulären Anteil, welcher am sinotubulärem Übergang beginnt und sich bis zum 
Ursprung der Arteria brachiocephalica erstreckt. Der Aortenbogen schließt sich unmittelbar 
an. Dieser erstreckt sich bis zum Ursprung der Hals-/Kopfarterien. 
Der thorakale Anteil der Aorta descendens stellt den letzten Abschnitt der thorakalen Aorta 
dar. Dieser beginnt am Isthmus zwischen dem Ursprung der linken Arteria subclavia und 
dem Ligamentum. Beim Passieren des Zwerchfells erfolgt der Übergang in die Aorta 
abdominalis. Die normale Aortenwand setzt sich aus drei Schichten zusammen: Intima, 
Media und Adventitia (Guidelines for the Diagnosis and Management of Patients With 
Thoracic Aortic Disease, 2010). 
Das Aortenaneurysma ist definiert als fokale Dilatation aller drei Wandschichten der Aorta, 
im Bezug zu ihrem ursprünglichen Durchmesser (Hiratzka et al., 2010). Die Society for 
Vascular Surgery definiert Aortenaneurysmen ab einen Durchmesser der anderthalbfach 
höher liegt als normal. Für thorakale Aorten gilt ein Durchmesser von mehr als dreieinhalb 
Zentimeter als generell dilatiert. Als Aneurysma wird eine Aorta mit einem Durchmesser von 
mehr als viereinhalb Zentimeter bezeichnet (Nelson et al., 2015). Die meisten Aneurysmen 
der thorakalen Aorta sind familiär bedingt. 20 % der Patienten mit einem TAA hatten einen 
Verwandten ersten Grades mit einem arteriellen Aneurysma. Die Vererbung folgt einem 
autosomal-dominanten Erbgang mit unterschiedlicher Penetranz und variabler Expressivität. 
Andere Formen der Vererbung wurden jedoch auch gefunden. Diese schließen rezessive 
Vererbungsmuster mit ein. Im Vergleich zu der sporadischen Variante tritt ein TAA bei 
Patienten mit familiärer Vererbung in jüngeren Jahren auf (Albornoz et al., 2006). 
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Es gibt zahlreiche weitere Syndrome, wie das Ehlers-Danlos-Syndrom (EDS), Loeys-Dietz-
Syndrom (LDS), familiäre thorakale Dissektion (TAAD) sowie die autosomal-dominante 
Polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD), die mit Aortenaneurysmen assoziiert sind. Dabei 
werden Segmente mit einem Durchmesser größer als dreieinhalb Zentimeter als 
Aortenaneurysma bezeichnet. Thorakale Aneurysmen sind Aneurysmen, die über dem 
Diaphragma lokalisiert sind und ein oder mehrere Aortensegmente (Aortenwurzel, Aorta 
ascendens, Aortenbogen oder Aorta descendens) betreffen (Nelson et al., 2015). Unter den 
Patienten mit bikuspider Aortenklappe haben 50 % bis 70 % eine Aortendilatation, die 
typischerweise die Aortenwurzel und Aorta ascendens betrifft. Die Aorta descendens oder 
Aorta abdominalis sind nicht erweitert. Eine Wurzeldilatation zeigt sich vor allem bei jungen 
Männern und ist unabhängig vom Auftreten oder der Schwere einer Aortenstenose (Wilton et 
al., 2006). 
 
1.6. Operative Versorgung von Aortenaneurysmen 
1.6.1. Guidelines – Wann Ersatz (45 mm, ACC AHA Guidelines 2014) 
Ein Aortenaneurysma stellt eine kritische Situation dar, die häufig einen operativen Eingriff 
erforderlich macht, um eine Dissektion oder Ruptur zu vermeiden. Die Entscheidung zur 
Operation ist für Patienten ohne jegliche operative Kontraindikationen, dazu zählen große, 
schnell wachsende oder symptomatische Aneurysmen, relativ schnell getroffen. Jedoch ist 
die Entscheidung, ob eine Indikation zur Operation besteht, bei asymptomatischen Patienten 
mit langsam fortschreitender Erweiterung komplexer. Im Falle einer Operation muss der 
Chirurg die Vorteile der Operation sowie die Operationsrisiken berücksichtigen (Coady et al., 
1999). Die aktuelle Leitlinie der American Heart Association (AHA) von 2014 empfiehlt bei 
Patienten mit bekannter bikuspider Aortenklappe eine transthorakale Echokardiographie 
(TTE) zur Bestimmung der Morphologie, des Schweregrades von Aortenstenose und -
insuffizienz, zur Untersuchung von Form und Durchmesser des Aortensinus sowie der Aorta 
ascendens. Diese Untersuchung dient der Vorhersage des klinischen outcomes und der 
Bestimmung des Operationszeitpunktes (Evidence-Level B). Eine Aorten-
Magnetresonanzangiographie (CMR) oder CT-Angiographie ist dann indiziert, wenn die 
Untersuchung bei Patienten mit bikuspider Aortenklappe nicht mehr akkurat oder vollständig 
mit Hilfe der Echokardiographie möglich ist (Evidence-Level C). Die Reihenbestimmung von 
Größe und Morphologie der Aortensinus und der Aorta ascendens ist bei Patienten mit 
bikuspider Aortenklappe und einem Aortendurchmesser über vier Zentimeter und bei 
familiärer Vorbelastung indiziert. Mit der Untersuchung im Intervall bestimmt man den Grad 
und die Wachstumsrate der Aortendilatation. Diese Untersuchung sollte bei Patienten mit 
einem Durchmesser der Aorta über viereinhalb Zentimeter jährlich wiederholt werden 
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(Evidence-Level C). Operative Korrektur oder der Ersatz der Klappe ist bei Patienten mit 
bikuspider Aortenklappe dann indiziert, wenn der Durchmesser des Aorten-Sinus oder der 
Aorta ascendens über fünfeinhalb Zentimeter beträgt (Evidence-Level C). Außerdem besteht 
eine Operationsindikation bei Patienten mit bikuspider Aortenklappe dann, wenn der 
Durchmesser des Aortensinus oder der Aorta ascendens über fünf Zentimeter ist und einer 
der Risikofaktoren für Dissektionen besteht. Zu diesen Risikofaktoren gehören die familiäre 
Vorbelastung in Bezug auf Aortendissektionen und eine Wachstumsrate von einem halben 
oder mehr Zentimeter pro Jahr (Evidence-Level C). Wenn Patienten mit bikuspider 
Aortenklappe aufgrund von Aortenstenose oder Aorteninsuffizienz operiert werden müssen, 
ist der gleichzeitige Ersatz der Aortenklappe dann indiziert, wenn der Durchmesser der Aorta 
ascendens über viereinhalb Zentimeter beträgt (Evidence-Level C). 
1.6.2. Operative Verfahren 
Patienten mit bikuspiden Aortenklappen benötigen zwar nicht häufiger als die normale 
Bevölkerung einen chirurgischen Aortenklappenersatz, jedoch in früheren Jahren (Michelena 
et al., 2008). 
Ein Aortenklappenersatz aufgrund einer Aortenstenose stellt in Industrieländern den 
häufigsten Grund für einen herzchirurgischen Eingriff dar. An zweiter Stelle folgen bereits 
Patienten mit bikuspider Aortenklappe, die chirurgische Intervention aufgrund von 
Klappenfehlfunktion oder Dilatation der Aorta ascendens benötigen (Etz et al., 2007). Es gibt 
eine Reihe von Möglichkeiten zur Korrektur einer Erweiterung der Aorta ascendens bei 
Patienten mit bikuspider Aortenklappe. Die Operation nach Bentall ist der Goldstandard für 
Patienten mit einer Pathologie der Aortenwurzel und gleichzeitig bestehender Aortenstenose 
oder schwerwiegender Aortenklappenpathologie. Dabei erfolgt gleichzeitig der Ersatz der 
Aortenwurzel als auch der Aortenklappe. Bei Patienten mit Aortenwurzel-Erkrankung und 
erhaltener Funktion der Aortenklappe ist jedoch die klappenerhaltende Variante eine 
exzellente Alternative. Diese wird auch David-Operation genannt und hat sich in den letzten 
Jahren als Therapie der Wahl bei Patienten mit Pathologie der Aorta aber funktionierender 
Aortenklappe herauskristallisiert (Leontyev et al., 2012). Eine weitere Variante ist der 
suprakoronare Aortenklappenersatz. Dieser findet bei Patienten Anwendung, bei denen die 
Aortenwurzel nicht pathologisch verändert ist und die zudem eine gesunde Klappenfunktion 
aufweisen. 
Bezogen auf die aktuellen Richtlinien der AHA, ist der mechanische Klappenersatz die 
Therapie der Wahl bei Patienten, die jünger als 65 Jahre sind, wenn keine 
Kontraindikationen für dauerhafte Antikoagulationstherapie bestehen. Eine biologische 
Klappe wird dagegen Patienten über 65 Jahren empfohlen (Bonow et al., 2008). Eine 
aktuellere Leitlinie der European Society of Cardiology/ European Association for Cardio-
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Thoracic Surgery empfiehlt den mechanischen Klappenersatz nur für Patienten unter 60 
Jahren (Vahanian et al., 2012). Ein Grund für die veränderte Altersschwelle ist die 
gegenwärtige verbesserte Haltbarkeit der verfügbaren Neu-Generations-Klappengewebe 
(Etz et al., 2013). 
1.6.3. David-Operation 
 
Abbildung 3: David-Operation (L.G. Svenson et al., 2003) Die David-Operation ist eine 
klappenerhaltende Technik. Der Ersatz der Aorta erfolgt dabei mit Reimplantation der 
natürlichen Aortenklappe in den prothetischen Ersatz der Aorta (Leontyev et al., 2012). 
Anwendung findet sie bei Patienten mit Aortenwandpathologie ohne Klappenpathologie. 
Hierbei wird der ektatische Abschnitt der Aorta ascendens samt Sinus valsalvae unmittelbar 
oberhalb der Aortenklappe abgesetzt. Die Koronararterien werden dabei unter Belassen 
eines Kragens oder Buttons aus der Aorta ausgeschnitten. Knapp unterhalb des Anulus 
werden horizontale Matratzennähte gestochen und die Dacron-Prothese mit diesen der 
Aortenklappe übergestülpt. Einige Nähte werden durch die Kommissuren gestochen, um sie 
so in der Prothese aufzuhängen. Weitere Nähte am verbliebenen Rand der abgesetzten 
Sinus fixieren die Prothese endgültig mit der Aortenklappe. Anschließend werden mittels 
Elektrokauter die Löcher für die Koronararterien gebrannt, welche dann über Nähte mit der 
Dacron-Prothese verbunden werden (Borst et al., 1996; Weigang et al., 2008). 
 
David und Feindel (David and Feindel et al., 1992) beschrieben 1992 das erste Mal diese 
klappenerhaltende Technik. Der Ersatz der Aorta erfolgt dabei mit Reimplantation der 
natürlichen Aortenklappe in den prothetischen Ersatz der Aorta (Leontyev et al., 2012). Der 
Vorteil dieser Methode besteht darin, dass nunmehr keine Ersatzklappe angewendet werden 
muss und daher auch die Komplikationen, die damit einhergehen können, dem Patienten 
erspart bleiben. Dazu zählen die anschließende lebenslange Antikoagulation, 
Thrombembolien und Reoperationen. Jedoch findet er nur bei den Patienten Anwendung bei 
denen zwar eine Aortenwandpathologie, jedoch keine Klappenpathologie auftritt. Dabei 
handelt es sich meist um die chirurgische Korrektur einer Aortenklappeninsuffizienz, die 
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durch eine Erweiterung des Aortenklappenringes, aufgrund der Erweiterung der Aorta 
ascendens, entsteht. Hierbei wird der ektatische Abschnitt der Aorta ascendens samt Sinus 
valsalvae unmittelbar oberhalb der Aortenklappe abgesetzt. Die Koronararterien werden 
dabei unter Belassen eines Kragens oder Buttons aus der Aorta ausgeschnitten. Nun 
werden knapp unterhalb des Anulus horizontale Matratzennähte gestochen und die Dacron-
Prothese mit diesen der Aortenklappe übergestülpt. Zusätzlich werden einige Nähte durch 
die Kommissuren gestochen, um sie so in der Prothese aufzuhängen. Weitere Nähte am 
verbliebenen Rand der abgesetzten Sinus fixieren die Prothese endgültig mit der 
Aortenklappe. Anschließend werden mittels Elektrokauter die Löcher für die Koronararterien 
gebrannt, welche dann über Nähte mit der Dacron-Prothese verbunden werden (Borst et al., 
1996; Weigang et al., 2008). 
Währenddessen wird die tiefe Hypothermie, die bei 18 - 20 °C liegt, für den 
Kreislaufstillstand eingeleitet und mit der externen Kühlung des Kopfes begonnen. Bei 
weniger ausgeprägten Befunden mit kurzer Operationsdauer kann ein hypothermer 
Kreislaufstillstand bei 20 - 25 °C ausreichend sein. Sobald die erwünschte Temperatur 
erreicht ist, wird der Patient in tiefe Trendelenburglage gebracht, die Herz-Lungenmaschine 
ausgeschaltet und die Aortenklemme abgenommen. Dabei wird der Aortenbogen inspiziert 
(Cooley et al., 1981). Währenddessen erfolgt die antegrade Hirnperfusion. Dabei wird die 
rechte Arteria carotis durch Abklemmen des Truncus brachiocephalicus über die an die 
Herz-Lungenmaschine angeschlossene Arteria subclavia perfundiert. Die linke Arteria carotis 
wird über einen zusätzlichen Ballonkatheter versorgt. Die beiden Karotiden können alternativ 
auch über einzelne Katheter antegrad perfundiert werden. Dabei ist das Abklemmen der 
Truncus brachiocephalicus nicht erforderlich. Im Anschluss werden die Prothese und die 
Aorta ascendens am distalen Ende anastomosiert. Vor dem Knüpfen der letzten Nähte 
erfolgt eine sorgfältige Entlüftung. Der Kreislaufstillstand wird beendet und der Patient wieder 
erwärmt. Durch die eingenähte Aortenprothese wird der Durchmesser auf das normale Maß 
reduziert und die Klappe kann wieder in gewohnter Weise vollständig schließen. 
Die David-Operation zeigt eine geringe perioperative Mortalitätsrate von nur null bis vier 
Prozent sowie exzellente Ergebnisse an und auch die Langzeitergebnisse sprechen 
ebenfalls für diese Methode. So sind die Risiken von Endokarditis und Blutungen während 
der Nachbeobachtung vernachlässigbar gering. Jedoch scheint diese Operations-Variante 
nicht für ältere Patienten oder Patienten mit Marfan-Syndrom geeignet zu sein. So zeigte die 
Mehrheit der älteren Menschen eine verstärkte Mortalität in der Beobachtungsphase. Bei 
Patienten mit Marfan-Syndrom wurde häufig eine Re-Operation erforderlich, die sich auf die 
Langzeit-Mortalitätsrate negativ auswirkte. In diesen Fällen ist die Bentall-Operation 
vorzuziehen (Shrestha et al., 2012). 




Die Bentall-Operation wurde 1968 zum ersten Mal beschrieben (Bentall et al., 1968). Dabei 
handelt es sich um eine Methode mit infrakoronarem Ascendens-Ersatz, wobei sowohl der 
erweiterte Aorta ascendens-Abschnitt, der Aortenbulbus als auch die Aortenklappe ersetzt 
werden. Dies findet Anwendung im Falle einer Aortenektasie oder eines Aortenaneurysmas. 
Die Koronararterien werden im Anschluss an die Aortenprothese genäht. Des Weiteren 
wendet man es bei Patienten mit gleichzeitiger Klappenpathologie, zum Beispiel einer 
Verkalkungen, an. Die erkrankte Aorta wird hierbei bis auf den Anulus reseziert. Beide 
Koronarostien werden unter Erhalt eines Kragens, auch Button genannt, aus der Aorta 
ausgeschnitten. Das klappentragende Konduit wird am Anulus mit Nähten, die durch 
Filzpatch-Streifen stabilisiert werden, fixiert. Mit Hilfe des Elektrokauters werden Löcher in 
die Prothese gebrannt und die beiden Koronarostien mit der Prothese vernäht. Die distale 
Anastomose erfolgt analog wie bei der David-Operation beschrieben. 
1.6.5. Suprakoronarer Ascendensersatz 
Bei dieser Methode der Aneurysma-Behandlung wird die Aorta oberhalb der 
Koronararterienabgänge ersetzt. Die Aorta ascendens wird dabei aortenklappenfern 
abgeklemmt und der Blutkreislauf über eine Herz-Lungenmaschine aufrechterhalten. Das 
Herz wird durch Kardioplegie während der Operation geschützt, indem man kardioplege 
Lösung direkt in die Koronararterien, also antegrad, injiziert. Eine weitere Möglichkeit besteht 
in der Injektion über den Sinus-coronarius-Katheter, bei der die kardioplege Lösung retrograd 
das Herz erreicht. Nun wird die erweiterte Aorta oberhalb der Koronararterien eröffnet, 
sodass ein Blick auf die Aortenklappe möglich ist. Dabei trifft der Chirurg die Entscheidung 
darüber, ob eine gleichzeitige chirurgische Aortenklappenreparatur erforderlich ist. Mit einem 
zweiten Schnitt setzt der Chirurg die Aorta im Abstand von ca. fünf bis zehn Millimeter des 
sinutubulären Übergangs ab. Anschließend wird der Aortendurchmesser gemessen und eine 
passende Dacron-Prothese ausgewählt. Diese wird zur zusätzlichen Verstärkung der Naht 
mit Teflon-Filzstreifen am proximalen Absetzungsrand anastomosiert. Die distale 
Anastomose erfolgt auch hier wie oben bei der David-Operation beschrieben.




MMP-2 gehört zu der Familie der Matrixmetalloproteinasen (MMPs). Diese spielen beim Ab- 
und Umbau der extrazellulären Matrix eine wichtige Rolle und beeinflussen den Stoffwechsel 
von Kollagen, Elastin und Proteoglykanen. Außerdem stellen sie einen entscheidenden 
Faktor für das Aufrechterhalten der Elastizität und Festigkeit der Aortenwand dar (Wilton et 
al., 2007; Abaci et al., 2012). Die Vorstufen der MMPs werden von einer Vielzahl von 
Zelltypen synthetisiert, dazu zählen unter anderem Endothel-, Gefäß- und periadventitiale 
Bindegewebszellen (Wilton et al., 2007; Abaci et al., 2012). Hintergrund der Studie waren 
Untersuchungen anderer Autoren, welche Unterschiede zwischen der Enzymmenge bei 
Patienten mit bikuspider Aortenklappe im Vergleich zur Normalbevölkerung untersuchten 
(Abaci et al., 2012, Phillippi et al., 2013). Eine Variation der Matrixmetalloproteinasen könnte 
Patienten mit bikuspider Aortenklappe für eine Erkrankung der proximalen Aorta 
prädisponieren. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der mRNA- und 
Proteinmenge der MMP-2 sowie deren Aktivität in Gewebeproben aneurysmatisch 
veränderter Aorten von Patienten mit bikuspider im Vergleich zu Patienten mit trikuspider 
Aortenklappe. Des Weiteren werden Punktmutationen im MMP-2-Gen untersucht, die 
Einfluss auf Expression und Funktionalität des Enzyms ausüben könnten.





Tabelle 1: verwendete Geräte 








Brutschrank Heraeus FUNCTION 
Line Brutschrank 













& Co. KG 
Eberstadt, 
Deutschland 
Elektroblotter PerfectBlue™  
'Semi-Dry'-Elektroblotter 
VWR International 




Feinwaage Feinwaage Satorius AG Göttingen, 
Deutschland 
Gefrierschrank National Lab Profi Frost 
(-20 °C) 
National Lab GmbH Mölln, Deutschland 
Gefrierschrank Sparkfree Laboratory 
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Magnetrührer MR2002 Heidolph, 
Instruments GmbH 










Mini spin plus 
Zentrifuge 

























Shaker Rotator Multi Bio 
RS-24 
Lab4you GmbH Rudower Chaussee 
29 - 31, 12489 Berlin 
Ultraschall Bandelin Sonoplus GM 
70 
Bandelin electronic 
GmbH & Co. KG 
Heinrichstraße 3 - 4, 
D-12207 Berlin 
Ultraschallbad Ultraschallbad Sonorex 
Super RK 102H 
Bandelin electronic Berlin, Deutschland 
UltraTurrax IKA®T25 digital Ultra-
Turrax® 
IKA@-Werke 
GmbH & Co KG 
Staufen, Deutschland 
Vortex Mixer Vortex-Genie®2 Scientific Industries 
Inc. 




Cell, Mini Trans-Blot 
Module and PowerPac 
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Zentrifuge Heraeus Biofuge Stratos Thermo Fisher 





Tabelle 2: verwendete Verbrauchsmaterialen 
Material Bezeichnung Firma Ort 











Kryoröhrchen Kryoröhrchen TPP AG Trasadingen, 
Schweiz 
Pasteurpipetten Pasteurpipetten Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 









PVDF-Membran Roti®-PVDF Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 






Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 
Skalpell Surgical Disposable 
Scalpels 
Aesculap AG Tuttlingen, 
Deutschland 
Timer KT188 Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 








Wiegschalen Wiegschalen Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 
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3.3. Chemikalien und kommerzielle Kits 
Tabelle 3: verwendete Chemikalien und kommerzielle Kits 
Chemikalie/Kit Bezeichnung Firma Ort 












































Rochester, New York 
Ethanol Ethanol vergällt ≥ 99,8 % Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 




Rochester, New York 
Glycin Glycin Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 
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HCL Salzsäure 37 % Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 
Isopropanol Isopropanol Carl Roth GmbH 





β-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 
Methanol Methanol > 99 % Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 
Milchpulver Milchpulver, Blotting grade Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 
NaCl Natriumchlorid ≥ 99,5 % Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 
NaOH Natriumhydroxid ≥ 99 % Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 






Inhibitor Mix M 
Protease-Inhibitor Mix M SERVA GmbH  Carl-Benz-Str. 7,  
D-69115 Heidelberg 











SDS SDS Ultra pure ≥ 99 % Carl Roth GmbH 
& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 
TIP molbios Light 
Snip 
TIP molbios Light Snip 




23 · D-12103 Berlin 
Tris TRIS PUFFERAN® > 99 % Carl Roth GmbH 
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3.4. verwendete Antikörper 
Tabelle 4: verwendete Primärantikörper für die Western Blot Analyse 
Primärantikörper Hersteller Bestellnummer Lagerung Verdünnung 
MMP-2 abcam Ab37150 -20 °C 1:1000 
Anti-GAPDH 
(mouse monoclonal) 
HyTest 5G4 Mab 6C5 4 °C 1:5000 
 
Tabelle 5: verwendete Sekundärantikörper für die Western Blot Analyse 
Sekundärantikörper Hersteller Bestellnummer Lagerung Verdünnung 
goat Anti-Rabbit IgG-HRP 
conjugated 
SIGMA ALDRICH® 
& CHEMIE GmbH 




& CHEMIE GmbH 
A9044 -20 °C 1:5000 
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3.5. Puffer und Lösungen 
Tabelle 6: verwendete Puffer und Lösungen 
Puffer/Lösung Zusammensetzung Lagerung 
10 % APS 1 g Ammonium persulfat auf 10 ml Aqua 
dest. 
-20 °C 
1 % BSA/PBST-Lösung 1 % BSA in PBST -20 °C 
2 % BSA/PBST-Lösung 2 % BSA in PBST -20 °C 
8xLaemmli-Stocklösung 0,25 M Tris-HCl 
8 % SDS 
40 % Glycerin 
1 Spatelspitze Bromphenolblau 
add. Aqua dest. 
pH-Wert = 6,8 
4 °C 
Laemmli-Puffer 20 % β-Mercaptoethanol in 8 % Lämmli-
Puffer 
4 °C 
1xSDS Laufpuffer 49,5 mM Tris 
3,5 mM SDS Ultra pure 
383,6 mM Glycin 
auf 1 l Aqua dest. 
pH-Wert = 8,9  
 
1 % Magermilch-Lösung 1 % Magermilchpulver in 1xTBST 4 °C 
5 % Magermilch-Lösung 5 % Magermilchpulver in 1xTBST 4 °C 
1 % PMSF-Stammlösung 1 % PMSF in 99,5 % Ethanol frisch herstellen 
Ponceau-Lösung 0,1 % (w/v) Ponceau S in 5 % (v/v) 
Essigsäure 
Raumtemperatur 
RIPA-Stocklösung 20 mM Tris-HCl 
150 mM NaCl 
1 mM Na2 EDTA 
1 mM EGTA 
1 % NP-40 
1 % Natriumdesoxycholat 
2,5 mM Natriumpyrophosphat 
1 mM β-Glycerophosphat 
1 mM Na3PO4 
1 μg/ml Leupeptid 
pH-Wert = 7,5 
4 °C 
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Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris-HCL 
0,4 % SDS 
add. Aqua dest. 
pH-Wert = 6,8 
Raumtemperatur 
10xTBS 0,5 M Tris-HCl 
1,5 M NaCl 
add. Aqua dest. 
pH-Wert = 7,6 
Raumtemperatur 
1xTBST 10 % 10xTBS 
1 % Tween®20 
add. Aqua dest. 
pH-Wert = 7,4 
Raumtemperatur 
1xTransfer-Puffer 25 mM Tris 
200 mM Glycin 
20 % Methanol 
Raumtemperatur 
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris 
0,2 %SDS 
add. Aqua dest. 
pH-Wert = 8,8 
Raumtemperatur 
0,5 M CaCl2 1 L Aqua dest. + 73,51 g CaCl2  
1 M Tris pH 7,5 1 L Aqua dest.+121,14 g Tris  
1,5 M Tris pH 8,8 1 L Aqua dest. + 181,71 g Tris  
1 M Tris pH 6,8 1 L Aqua dest. + 121,14 g Tris  
1 % Gelatine in 0,05 % 
NaCl 
50 mg auf 100 ml  
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Sample Buffer 10 % SDS 
20 % Glycin 
250 mM Tris pH 6,8 
0,005 % Bromphenolblau 
Wasser 
Zuerst 70 ml H2O, später auffüllen auf 100 ml 
3,03 g Tris jetzt pH 6,8 einstellen 
10 g SDS 
20 ml Glycin 
5 mg Bromphenolblau 
 
5 % Sammelgel Acryl/Bisacryl (30/0,8): 1,6 ml 
M Tris pH 6,8:   1,25 ml 
10 % SDS:   100 μl 
Wasser:   7 ml 
TEMED:   20 μl 
APS:    20 μl 
 
10 % Trenngel Acryl/Bisacryl (30/0,8): 10 ml 
1,5 M Tris pH 8,8:  7,5 ml 
10 % SDS:   300 μl 
1 % Gelatine:   3 ml 
APS:    100 μl 
TEMED:   30 μl 
 
1xLaufpuffer 200 mM Glycin 
25 mM Tris  pH 8,3 einstellen 
0,1 % SDS 
15,01 g Glycin 
3,03 g Tris 
1 g SDS 
…auf ein Liter Wasser 
 
Renaturierungspuffer 2,5 % Triton-X-100  
(1 L Aqua dest. + 25 ml Triton) 
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Inkubationspuffer 50 mM Tris pH 7,6 
10 mM CaCl2 
50 mM NaCl 
0,05 % Brij35 
6,06 g Tris 
1,47 g CaCl2 
2,92 g NaCl 
500 μl Brji 
alles auf 1 L Wasser 
 
Stopplösung 10 % Essigsäure 
5 % Methanol 
 
Coomassie Brilliant Blue Coomassie Brilliant Blue G250 
50 % Methanol 
10 % Essigsäure 
 
Entfärber 50 % Methanol 
10 % Essigsäure 
 
3.6. DNA Isolation 
Tabelle 7: Materialien und Lösungen für die DNA Isolation 
High Pure PCR Template Preparation Kit Roche Diagnostics GmbH; 
Mannheim, Deutschland 
High Pure Filter Tubes;  
bis 700 μl Probevolumen 
Roche Diagnostics GmbH; 
Mannheim, Deutschland 
Collection Tubes, 2 ml Roche Diagnostics GmbH; 
Mannheim, Deutschland 
Isopropanol Carl Roth GmbH & Co. AG; Karlsruhe, 
Deutschland 
RNase- und DNase freies Wasser GIBCO Life Technologies, Invitrogen; 
Karlsruhe, Deutschland 
BioPhotometer  Eppendorf Research; Hamburg, 
Deutschland 




  Material 
27 
 
3.7. Gele für SDS-PAGE 
Tabelle 8: Standardrezepturen für zwei Sammel- und Trenngele für die 
Gelelektrophorese 
 Trenngele Sammelgel 
Konzentration 8 % 10 % 12 % 4 % 
Aqua dest. 7,30 ml 6,30 ml 5,30 ml 7,8 ml 
Trenngel-Puffer 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml - 
Sammelgel-Puffer    3,30 ml 
30 % Acrylamid/Bis 4,00 ml 5,00 ml 6,00 ml 2,00 ml 
TEMED 50 μl 50 μl 50 μl 40 μl 
10 % APS 90 μl 90 μl 90 μl 90 μl 
 
3.8. Gel für Zymographie 
Tabelle 9: Trenngel für die Zymographie 
 7,5 %iges Trenngel 
Acrylamid/Bis (30 %) 3,5 ml 
4xPuffer (Trenngelpuffer) 3,5 ml 
ddH2O 2,2 ml 
0,3 % Gelatine 4,7 ml 
TEMED 25 µl 
10 % APS 45 µl 
 
  




Tabelle 10: verwendete Software 
Verwendung Bezeichnung Firma Ort 






















Auswertung der Western 
Blots 
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3.8. Materialien der High-Resolution-Melting-PCR 
Tabelle 11: Materialien der High-Resolution-Melting-PCR 
High-Resolution-Melting-Master Roche Diagnostics GmbH; 
Mannheim, Deutschland 
Wasser, PCR- grade Roche Diagnostics GmbH; 
Mannheim, Deutschland 
MgCl2 stock solution, 25 mM Roche Diagnostics GmbH; 
Mannheim, Deutschland 
Human Genomic DNA Roche Diagnostics GmbH; 
Mannheim, Deutschland 
Megafuge 3.0 R Heraeus Instruments, 
Thermo Fisher Scientifics; 
Dreieich, Deutschland 
LightCycler® 480 II 
 
Roche Diagnostics GmbH; 
Mannheim, Deutschland 
LightCycler® 480 96 well Mikrotiterplatte  
mit Siegelfolie 
Roche Diagnostics GmbH; 
Mannheim, Deutschland 
LightCycler® 480 Software release 1.5.0 SP1 Roche Diagnostics GmbH; 
Mannheim, Deutschland 
gestopfte Pipettenspitzen, 
Multiguard Barrier Tips 
Sorenson BioScience Inc.; Salt Lake City, 
Utah, USA  
PCR Arbeitsstation CleneCab 
 
Herolab GmbH Laborgeräte; 
Wiesloch, Deutschland 
 
Alle für die HRM-PCR benutzten Primer wurden hergestellt von: 
TIBMOLBIOL Syntheselabor 
GmbH; Berlin, Deutschland




4.1. mRNA Gen-Expressionsanalyse mittels Chip Array Analyse  
(Firma OakLabs, Berlin) 
Die Genexpressionsanalyse wurde von der Firma OakLabs mit Sitz in Berlin durchgeführt. 
Zum Vergleich der MMP-2 Genexpression wurden hierbei RNA-Proben des Aortengewebes 
unserer BAV- und TAV-Patienten untersucht. 
Bei dieser Methode werden die RNA-Proben nach Erhalt zur Bestimmung der Qualität und 
Quantität einer Kontrolle unterzogen. Die Qualitätskontrolle erfolgt mittels Bioanalyse unter 
Verwendung von RNA 6000 Pico Kit. Zur Quantitätskontrolle erfolgt eine photometrische 
Messung mit dem Nanodrop 2000 Spektrometer. Nach erfolgreicher Qualitätskontrolle sind 
die Proben bereit für den weiteren Prozessierungsvorgang. Als erstes erfolgt die 
Markierungsreaktion, um eine fluoreszenzmarkierte cRNA zu erzeugen. „c“ steht dabei für 
„complementary“. Diese RNA bindet also komplementär an den zu vervielfältigenden DNA-
Abschnitt und markiert ihn. 
Für die erste Strangsynthese wird oligo-dT Primer Mix verwendet. Nach der Synthese des 
zweiten Strangs erfolgt die in vitro-Transkription für die Synthese von cRNA, die mit 3-CTP 
markiert ist. Im Anschluss findet die Hybridization mit darauf folgender Waschung statt. Jede 
cRNA des Microarrays wird bei einer bestimmten Temperatur für bestimmte Zeit hybridisiert 
und anschließend gewaschen. Die erste Waschung des Mikroarrays mit raumwarmem Buffer 
1 erfolgt für eine Minute, gefolgt von einer zweiten Waschung mit auf 37 °C vorgewärmtem 
Buffer 2 für ebenfalls eine Minute. Schließlich wird das Mikroarray gescannt. Dabei werden 
die Fluoreszenzsignale des Mikroarrays mit Hilfe des SureScan Mikroarray Scanners 
detektiert und eine markierte Bilddatei erzeugt. Aus diesen werden dann die Rohdaten 
extrahiert, anschließend normalisiert und statistisch analysiert. 
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4.2. DNA-Isolation aus humanen Aorten 
Zunächst erfolgte der Aufschluss der Zellen indem 40 g der humanen Aorten abgewogen 
und in 1,5 ml Eppendorf-Tubes mit 400 μl DNA Lysis Buffer T, 20 μl Proteinase K sowie 15 μl 
RNase A gefüllt wurden. Die Proteinase K ist dabei für den Abbau von Proteinen zuständig 
und die RNase A spaltet einzelsträngige RNA. Die RNase ist eine Nuklease, die die 
hydrolytische Spaltung von Phosphodiestern in Ribonukleinketten katalysiert. 
Die Proben wurden anschließend für zehn Sekunden mittels Vortexer vermischt und für eine 
Stunde unter kontinuierlichem Schütteln im Thermocycler bei 50 °C inkubiert. Danach 
wurden die Proben für 30 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Überstand in ein 
neues Eppendorf-Tube überführt. 200 μl DNA-binding Buffer und 400 μl DNA-Lyse Buffer T 
wurden hinzu pipettiert und die Proben sorgfältig vermischt. Der DNA-binding Buffer enthält 
eine hohe Konzentration gelöster Salze und erzeugt damit die Bedingungen, unter denen in 
einer Probe enthaltene DNA beim Zentrifugieren durch die Filtersäule an die Membran 
gebunden wird. Nun wurden die gesamten Ansätze in 2 ml Collection-Tubes mit Perfect Bind 
DNA Column geladen und für zwei Minuten bei 10.000 rpm erneut zentrifugiert. Bei der 
Perfect Bind DNA Column handelt es sich um eine chemische Filtersäule, die eine 
Ionentauschermembran enthält. Die Funktion dieser Membran basiert auf Wechselwirkungen 
mit geladenen Molekülen, hier mit der DNA. Die Membran bindet die DNA in Anwesenheit 
hoher Konzentrationen bestimmter Salze. Die gebundene DNA kann nach dem Waschen mit 
einem Salz-Ethanol-Puffer, der z.B. störende Proteine aus den Zellen entfernt, durch 
Absenkung der Salzkonzentration (z.B. durch destilliertes Wasser) wieder von der Membran 
eluiert werden. Der Überstand wurde verworfen und nun 650 μl DNA-Wash Buffer auf die 
Säule pipettiert. Der DNA-Wash Buffer enthält kleine polare Lösungsmittelmoleküle, wie etwa 
Ethanol, welche die noch an der DNA haftenden Fremdstoffe lösen, während die DNA am 
Filter haften bleibt. Ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 10.000 rpm für eine Minute wurde 
angeschlossen und der Säulendurchfluss erneut verworfen. Dieser Vorgang wurde noch 
einmal wiederholt. Im Anschluss wurde das Perfect Bind DNA Column in ein neues 2 ml 
Collection-Tube gestellt und bei 10.000 rpm für zwei Minuten zentrifugiert. Das Perfect Bind 
DNA Column wurde nun in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Tube eingesetzt. 200 μl Elution 
Buffer wurden auf die Säule pipettiert und die Proben für drei Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Der Elution Buffer löst schließlich die DNA, die noch am Filter hängt, ab. Im 
Anschluss wurden die Proben ein weiteres Mal bei 6.000 rpm eine Minute zentrifugiert. Die 
Perfekt Bind DNA Columns wurden verworfen und die DNA-Extrakte bei -80 °C eingefroren. 
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4.2.1. Photometrische Erfolgskontrolle 
Vor dem Einfrieren wurde jedoch eine Messung mittels Photometer angeschlossen, um den 
Erfolg der DNA-Extraktion zu überprüfen. Die DNA-Lösung wurde hierzu im Verhältnis 1:50 
mit Aqua dest. verdünnt. Nun erfolgte die Konzentrationsbestimmung mit Hilfe des 
Photometers. Dabei wurde die Absorption bei 260 nm im Vergleich zum reinen Lösungsmittel 
(Aqua dest.), welches den Leerwert darstellte, gemessen. Eine optische Dichte von 1.0 
entspricht dabei einer DNA-Konzentration von 50 μg / ml. Zur Validierung des Ergebnisses 
erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung. 
  




Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Western Blot Analyse der 
Matrixmetalloproteinase-2, eine am Ab- und Umbau der Gefäßmatrix beteiligten Gelatinase, 
durchgeführt. Als erster Schritt der Analyse erfolgte die SDS-Gelelektrophorese. 
Dies ist eine analytische Methode bei der die Proteine in einem Polyacrylamid-Gel ihrer 
Größe nach aufgetrennt werden. SDS besitzt die Eigenschaft eines Polyanions, welches die 
Eigenladung der Proteine überdeckt, wodurch die Proteine eine negative Ladung annehmen. 
So wird gewährleistet, dass die Proteine einzig ihrem Molekulargewicht entsprechend, und 
nicht aufgrund ihrer Ladung, mit Hilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt werden. Des 
Weiteren zerstört SDS hydrophobe Wechselwirkungen sowie elektrostatische Bindungen, so 
dass die Proteine in ihrer denaturierten Form vorliegen. 
 
Für den Nachweis von MMP-2 werden nun mit Hilfe einer Hamilton Pipette 30 μg 
Gesamtprotein pro Geltasche aufgetragen. Die Aortenlysate wurden dafür zuvor mit 4 μl 
4xLaemmli-Puffer und Ripa-Puffer versetzt. Anschließend erfolgte die Inkubation der Proben 
für fünf Minuten bei 95 °C im Thermocycler. Zur Abschätzung des Molekulargewichtes der 
untersuchten Proteinlösungen wurden 10 μl Peq Lab Protein Marker IV verwendet, der 
jeweils in die erste Geltasche pipettiert wurde. Anschließend erfolgte die Auftrennung der 
Proteine. Zunächst wurden 70 V angelegt um einen langsamen Übertritt der Proteine aus 
dem Sammel- in das Trenngel zu gewährleisten. Danach erfolgte die weitere Elektrophorese 
bei 90 V. 
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4.4. Western Blot Analyse 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine erfolgt nun der Transfer dieser 
auf eine PVDF-Membran mittels Semi-Dry-Verfahren. Diese Methode basiert auf der 
Wanderung - der nach SDS-Behandlung negativ geladenen Proteine - von der Kathode in 
Richtung Anode durch ein senkrecht zur Gellaufrichtung angelegtes elektrisches Feld. 
Hierfür wurden pro Polyacrylamidgel sechs Blotting-Papiere in 1xTransferpuffer getränkt und 
eine PVDF-Membran in Methanol fünf Minuten aktiviert, um einen Stromfluss zu erzeugen. 
Die Vorbereitung der Blot-Apparatur stellte den nächsten Schritt dar. Auf die Anode wurde 
zunächst ein Stapel aus drei getränkten Blotting-Papieren geschichtet und die Membran 
exakt aufgelagert. Nach dem Entfernen der Glasplatten konnte nun das Sammelgel mittels 
Spatel abgetrennt und das Trenngel vorsichtig und blasenfrei auf die Membran geschichtet 
werden. Es wurde anschließend ein weiterer Stapel aus drei getränkten Blotting-Papieren 
auf das Gel gelagert. Mit der Kathode konnte der Aufbau abgeschlossen und an die Blot-
Apparatur 400 mA für zwei Gele angelegt werden. Der Transfer erfolgte für eineinhalb 
Stunden bei Raumtemperatur. Die Proteine verlassen dabei das Polyacryl-Gel und bleiben 
aufgrund ihrer Ladungswechselwirkungen an der Oberfläche der PVDF-Membran haften. Die 
Membran wird anschließend in 0,1 % Ponceau-Rot fünf Minuten angefärbt und im Anschluss 
der Hintergrund mehrmals mit Wasser wieder entfärbt, um den Erfolg des Proteintransfers zu 
überprüfen. Nun wurden die Membranen in fünfprozentiger Milchlösung für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur belassen. Dieser Schritt dient dazu, unspezifische 
Antikörperbindungsstellen zu blockieren. Im Anschluss erfolgt die Detektion der Proteine. 
Dazu werden die Membranen über Nacht in einem Antikörpergemisch, bestehend aus dem 
Primärantikörper und 1 %iger Milchlösung, in entsprechender Verdünnung (siehe Tabelle 4) 
bei 4 °C inkubiert. Es erfolgten drei Waschschritte in TBS-Tween®-Lösung für je fünf 
Minuten. Der Sekundärantikörper wurde in 5 %ige Milchlösung in entsprechender 
Verdünnung (siehe Tabelle 5) gegeben und die Membranen für eine Stunde in der 
Antikörpermischung bei Raumtemperatur inkubiert. Die Immundetektion erfolgte mittels einer 
Chemielumineszenz-Reaktion. Dazu wurde die Membran erneut mit TBS-Tween®-Lösung 
gründlich gewaschen und mit 2 ml ECL-Lösung für fünf Minuten im Dunkeln überschichtet. 
Das ECL-Western Blotting Substrat besteht aus einem eins-zu-eins-Gemisch aus Luminol-
Enhancer-Lösung und Peroxid-Lösung. Im nächsten Schritt wurde der Membran ein 
Röntgenfilm aufgelagert und je nach Stärke des Signals unterschiedlich lang exponiert. Die 
Filmentwicklung erfolgte anschließend in Kodak-Entwicklerlösung (1:5) und mit 
nachfolgender Fixierung mit Hilfe der Kodak Fixierer-Lösung (1:5). Die Proteine wurden so 
als schwarze Bande im Röntgenbild sichtbar. Erneut wurden die Membranen mit TBS-
Tween®-Lösung dreimal für fünf Minuten gewaschen. Die interne Ladekontrolle erfolgte 
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mittels GAPDH-Nachweis. Am Ende erfolgte die Auswertung durch Scannen der 
Röntgenfilme und mit Hilfe des Programmes QuantityOne®. 
  




Mit dem Ziel, die Enzymaktivität in den Aortenproben zu messen, wurde die Zymographie 
angeschlossen. Dabei handelt es sich um ein auf SDS-basierendes Verfahren, bei dem ein 
Substrat für ein zu untersuchendes Enzym ins Gel gegeben wird (Lantz et al., 1994). Nach 
der Auftrennung wird das SDS mit einer Triton X 100-Lösung extrahiert und gleichzeitig das 
Tensid getauscht. Im Anschluss wird das Gel in einen für das Enzym geeigneten Puffer 
eingelegt, wodurch sich meist die Aktivität erhöht. Im Folgenden wird das Gel mit Hilfe eines 
geeigneten Nachweisverfahren, hier Coomassie Brilliant Blue, angefärbt. Nach der Färbung 
zeigt sich dann im Gel der Abbau des Substrates bzw. die Erzeugung des Produktes. 
 
Dazu wurde zunächst die Proteinextraktion notwendig. Der erste Schritt bestand in der 
Herstellung des Inkubationspuffers, welcher aus Protease-Inhibitor-Mix und RIPA besteht. 
Als nächstes wurde 50 mg Aortengewebe abgewogen, anschließend mit einem Skalpell 
etwas zerkleinert und in ein 2 ml Eppendorf-Tube gefüllt. Dazu wurden 800 µl 
Inkubationspuffer gegeben und die Aortenstücke nun mittels UltraThurrax weiter zerkleinert. 
Die Lösungen wurden zwei Stunden im Kühlschrank inkubiert und gleichzeitig mit Hilfe des 
Überkopfschüttlers ständig gemischt. Im Anschluss erfolgte der Zellaufschluss durch 
Ultraschall, um die Proteine zu extrahieren. Anschließend wurden die Proteinproben bei 
10.000 rpm drei Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Tube überführt und 
das Pellet wurde mit 200 μl und mit Hilfe des Vortexers resuspendiert. Die Proben wurden im 
Anschluss erneut zentrifugiert und der Überstand zum ersten Überstand hinzu pipettiert. 
Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt und das Pellet anschließend verworfen. Für 
die Konzentrationsbestimmung der Probenlösung wurde 3,5 μl Probenlösung mit 31,5 μl 
ddH2O vorbereitet. Die Probekonzentrations-Bestimmung erfolgte analog der Proben für die 
Western Blot Analyse (siehe Punkt 4.4. Western Blot Analyse). 
4.5.1. MMP-2 Aktivitätsbestimmung mittels Zymographie 
Gel gießen 
Zunächst wurden die Gele für die Gelelektrophorese gegossen. Dabei enthält das 
Zymographie-Gel, im Gegensatz zur herkömmlichen SDS-Page, zusätzlich Gelatine. Dies 
bewirkt, dass Gelatinasen (MMP-2) enthaltene Substanzen enzymatisch abbauen können. 
Wurde die Gelatine abgebaut, so können helle Banden im sonst blau angefärbten 
Zymographie-Gel beobachtet werden, die die Aktivität der Gelatinasen repräsentieren. Es 
wurde als Erstes ein 7,5 %iges Trenngel hergestellt (siehe Tabelle 9). Zur Polymerisierung 
wurden TEMED (Tetramethyläthylendiamin) und APS (Ammoniumpersulfat) hinzugefügt. 
Das Gel wurde anschließend in den Gießstand gegeben und mit Isopropanol überschichtet. 
Isopropanol verhindert Bläschenbildung und ebnet die Geloberfläche. Außerdem verhindert 
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es das Austrocknen des Gels während der Polymerisierung. Nach zirka fünfzehn Minuten 
war das Gel auspolymerisiert und das Sammelgel konnte aufpipettiert werden. Unmittelbar 
darauf wurde ein Kamm zur Bildung der gewünschten Taschenzahl zur Aufnahme der 
Proben vorsichtig in das Gel eingeführt. Erneut benötigte das Gel zur Auspolymerisierung 
zirka 30 Minuten. Nun konnte das Gel in die Laufkammer gestellt und mit Laufpuffer 
überschichtet werden. 
Der nächste Schritt bestand im Pipettieren der Proben. Die bestimmte Proteinkonzentration 
legte die Menge der Probenlösung fest (10 μg Protein). Dazu wurde Sample Buffer in der 
gleichen Menge hinzugegeben (Verhältnis 1:1). Nun wurde die Lösung auf das Gel 
aufgetragen und im Anschluss für vier bis fünf Stunden bei 90 V laufen gelassen. Daraufhin 
wurden die Gele eineinhalb Stunden bei Raumtemperatur im Renaturierungspuffer 
geschwenkt und anschließend 24 Stunden im Inkubationspuffer für MMP-2 im Inkubator bei 
37 °C inkubiert. Anschließend wurde Stopplösung für 15 Minuten auf die Gele gegeben und 
mit Hilfe von Coomassie Brilliant Blue über Nacht angefärbt. Die Gele konnten dann mit Hilfe 
des Programmes QuantityOne® ausgewertet und die Enzymaktivität ermittelt werden. 
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4.6. SNP-Analyse mittels High-Resolution-Melting-PCR 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum Mutations-Screening des MMP-2-Gens die Methode 
der High-Resolution-Melting-PCR verwendet. Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (engl. 
Polymerase chain reaction, PCR) gelingt die spezifische Vervielfältigung bestimmter 
Abschnitte einer DNA, auf der eine potenzielle Mutation verschlüsselt vorliegt. Bei der High-
Resolution-Melting-PCR wird eine bestimmte Region der DNA zunächst amplifiziert und die 
doppelsträngigen DNA-Amplifikate werden anschließend mit Hilfe eines interkalierenden 
Fluoreszenzfarbstoff während des Schmelzvorgangs detektiert. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde von der Firma Roche Diagnostics der High-Resolution-
Melting-Master verwendet. Dies ist ein gebrauchsfertiger Mix aus Puffer, hot start 
Polymerase, dNTP’s und Fluoreszenzfarbstoff. Der Vorteil des verwendeten Farbstoffs, 
LightCycler® 480 ResoLight, ist, dass er homogen in die DNA interkaliert und somit 
einheitliche Fluoreszenzsignale entstehen.  
Als Kontrolle diente die DNA der TAV-Patienten. So konnte, im Falle einer vorhandenen 
Mutation, die Schmelzkurve des Patienten, von denen der Kontrollen im Profil unterschieden 
werden. Die High-Resolution-Melting-PCR erfolgte mit dem LightCycler® 480 II von Roche 
Diagnostics. 
 
Die einzelnen Komponenten wurden wie folgt an der PCR-Arbeitsstation in eine 96-Well 
Platte pipettiert: 
5 μl DNA (20 ng) 
1 μl Primer 1 (4 μM) 
1 μl Primer 2 (4 μM) 
10 μl 2xMaster Mix 
2,4 μl MgCl2 (25 mM) 
add 20 μl H2O (PCR-grade) 
 
Die 96-Well-Platte wurde mit einer Klebefolie versiegelt und für zwei Minuten bei 1500 x g 
zentrifugiert. In Tabelle 12 ist das PCR-Programm aufgeführt. Um eine möglichst hohe 
Genauigkeit der Amplifikation zu gewährleisten, wurde in den ersten Zyklen der PCR mit 
einer relativ hohen Annealing Temperatur begonnen. Durch die Senkung der Temperatur in 
den späteren Zyklen wurde sichergestellt, dass am Ende eine ausreichende Menge an PCR-
Produkt vorhanden war. 
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Tabelle 12: Programm für die High-Resolution-Melting-PCR 
 Denaturation Cycling Melting Cooling 
Parameter     
Analysis 
Mode 
None Quantification Melting Curves None 
Cycles 1 45 1 1 
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1 
Target [°C] 95 95 60 72 95 40 75 40 
Hold [mm:ss] 10:00 00:10 00:10 00:15 00:30 02:00 00:00 00:30 
 
Im direkten Anschluss an die Amplifikation wird das PCR-Produkt zur SNP-Analyse 
schrittweise geschmolzen. Charakteristisch für eine Amplifikat-Sequenz ist der Verlauf der 
Fluoreszenzabnahme. Als Schmelztemperatur wird in der DNA-Analytik die Temperatur 
bezeichnet, bei der die doppelsträngige Helix der DNA-Sequenz in ihre Einzelstränge 
dissoziiert und definiert den Punkt, an dem 50 % der DNA schon einzelsträngig ist und die 
anderen 50 % noch als Doppelstrang vorliegen. Für die Trennung müssen dazu die 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den komplementären Basen der DNA gelöst 
werden. Die Temperatur für das Schmelzen der DNA-Doppelhelix hängt von der 
Basensequenz ab. So bildet Guanin (G) bei der Paarung mit Cytosin (C) drei 
Wasserstoffbrückenbindungen aus, Thymin (T) und Adenin (A) dagegen nur zwei. Die 
Temperatur, die für die Trennung der Basenpaare benötigt wird, hängt also von der Anzahl 
der Wasserstoffbrücken zwischen den Strängen ab. Ein hoher Cytosin- und Guanin-Gehalt 
erhöht somit die Schmelztemperatur, da für die Trennung der Bindungen zwischen Adenin 
und Thymin weniger Energie aufgewendet werden muss. Daraus ergeben sich für die 
Sequenzen unterschiedliche Schmelzkurvenprofile. Das bedeutet, dass bei einer Mutation 
das Schmelzkurvenprofil im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz verändert ist. 
Basis der Methode bildete das präzise Erwärmen der Amplikon-DNA auf etwa 95 °C. Die 
Temperatur wird dabei in kleinen Schritten erhöht. Bei Temperaturen unterhalb des 
Schmelzpunktes ist der Farbstoff gesättigt in die DNA-Helix eingelagert und gibt ein 
maximales Fluoreszenzsignal (Ausgangssignal). Initial wurde die Fluoreszenzabnahme über 
der Temperatur in einer Schmelzkurve dargestellt, da bei Trennung der DNA-Doppelstränge 
der Farbstoff nicht mehr binden kann. Daraus ergibt sich ein Sinken der 
Fluoreszenzintensität. 
Die Kurve besteht aus drei Anteilen. Sie beginnt mit der Ausgangsfluoreszenz aller 
amplifizierten doppelsträngigen DNA. Im Anschluss findet sich der mittlere aktive 
Schmelzabschnitt, in welchem die eigentliche Fluoreszenzänderung durch Denaturierung der 
Doppelstrang-DNA stattfindet. Der letzte Abschnitt repräsentiert nur noch einzelsträngige 
DNA mit einer vorhandenen Restfluoreszenz. Durch Normalisierung der Daten wird der 
Abschnitt festgelegt, in welchem der eigentliche Schmelzprozess und somit die 
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Fluoreszenzänderung stattfindet. Dies ist wichtig, da die Ausgangsfluoreszenz durch 
unterschiedliche Mengen an Ausgangstemplate variiert und somit Veränderungen der DNA 
maskiert werden können. Bei der Normalisierung wird der Ausgangswert auf ein 
Fluoreszenzmaximum von 100 % und die Endfluoreszenz auf 0% festgesetzt. Der 
Schmelzprozess findet zwischen diesen Werten statt und im Rahmen dessen die 
Fluoreszenzänderung. Um die Darstellung etwas übersichtlicher zu gestalten, wird die erste 
negative Ableitung der sich ergebenden Funktion gebildet. An der Peakhöhe, also dem 
Punkt, an dem das Signal am stärksten abfällt und sich damit die Stränge am meisten 
trennen, kann die sogenannte Schmelztemperatur abgelesen werden.  




MMP-2 ist ein Schlüsselenzym der Matrixregeneration bzw. -degeneration und kann somit 
ein essentieller Faktor für die Ausbildung von Aneurysmen sein (Goodall et al., 2001; 
Thompson et al., 1995/1996). Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf MMP-2, da es sich 
hierbei um ein abbauendes Enzym handelt, welches durch seine Funktion als Elastase die 
Gewebebeschaffenheit im erheblichen Maße beeinflusst. Studien mit BAV-Patienten zeigten 
eine erhöhte Expression von abbauenden MMPs und reduzierte Expression ihrer 
Gegenspieler, der TIMPs, wodurch eine Fragmentierung des Kollagens und der elastischen 
Fasern bedingt ist (Phillippi et al., 2013). Im Hinblick darauf, sollte in dieser Arbeit eine 
erhöhte Expression der MMP-2 bei BAV-Patienten nachgewiesen bzw. ausgeschlossen 
werden. 
5.1. mRNA Gen-Expressionsanalyse mittels Chip Array Analyse (Firma 
OakLabs, Berlin) 
5.1.1. genome-wide Gen-Expressionsanalyse des MMP-2-Gens 
Nach erfolgter Isolation der mRNA aus den aortalen Gewebeproben wurde zunächst die 
Qualität der mRNA durch die CoreUnit am IZKF (Interdisziplinäres Zentrum für klinische 
Forschung) der Universität Leipzig bestimmt. Die isolierte mRNA wurde dann nach Berlin zur 
Firma OakLabs verschickt und diese führte eine genome-wide Gen-Expressionsanalyse 
durch. In dieser Analyse zeigte sich nur ein signifikanter Unterschied bei der MMP-2 
(dargestellt in Abbildung 4). Die BAV Patienten wiesen, verglichen mit den TAV Patienten, 
eine signifikant höhere MMP-2-mRNA Expression auf (BAV: 9251  1530 vs. TAV: 7403  
1334, p = 0,03). 
 
 
Abbildung 4: Heatmap der mRNA der bikuspiden Proben (links) und trikuspiden 
Proben (rechts). Dargestellt sind MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-4. Signifikante 
Unterschiede bestehen im Signal der MMP-2 (p = 0,03) und TIMP-4 (p = 0,01). 
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Die Unterschiede der MMP-9, TIMP-1 und -2 waren nicht signifikant. Die TIMP-4 zeigte eine 
signifikante Erhöhung bei BAV-Patienten (BAV: 1039  420 vs. TAV: 519  198; p = 0,01), 
wird aber im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Die Daten sind in Tabelle 13 
zu finden. 
 
Tabelle 13: Werte der mRNA-Expressionsanalyse 
 All BAV TAV p-Value 
MMP-2 8388  1686 9251  1530  7403 1334 0,03 
MMP-9 348  170 310  158 399  188 0,59 
TIMP-1  
 4245  1410  3812  1164 4740  1588 0,18 
TIMP-2 42376  5271 42736  3850  41964  6868 0,72 
TIMP-4 816  426 1039  420 519  198 0,01 
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5.2. Analyse der MMP-2 SNPs als Ausdruck genetischer Variationen 
Bei einigen BAV-Patienten wurden Mutationen im MMP-2-Genen nachgewiesen (Price et al., 
2001). Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die DNA des MMP-2-Gens auf 
single nucleotide polymorphisms (SNPs), als möglichen Einflussfaktor für das verstärkte 
Auftreten von TAA, bei BAV-Patienten untersucht. 
5.2.1. Gene scanning der MMP-2 mittels High-Resolution-Melting-PCR 
Ziel dieser Analyse war es, Mutationen in der kodierenden Sequenz zu identifizieren, welche 
einen Einfluss auf die Funktionalität des Proteins ausüben könnten. Dabei wurde nach 
erfolgter PCR das Produkt schrittweise geschmolzen und die emittierte Fluoreszenz 
gemessen. Aus diesen Messungen erfolgte dann die Erstellung charakteristischer 
Kurvenprofile. Jedes Amplifikat hat dabei ein einzigartiges Schmelzprofil, welches durch den 
Guanin-Cytosin-Gehalt, die Länge und der Sequenz entsteht. Um eine bessere Übersicht zu 
bekommen, wird die erste negative Ableitung des Graphen gebildet. Somit sind die 
Schmelzpunkte der Proben als Spitzen sichtbar.  
Patientenpopulation 
Für die SNP-Analysen wurden insgesamt 111 Patienten untersucht (59 bikuspide und 52 
trikuspide Patienten). Signifikante Unterschiede zeigten sich dabei im Alter (p = 0,0029), im 
Auftreten der arteriellen Hypertonie (p = 0,005), sowie in der Verteilung der 
Aortenklappenvitien (p < 0,001). Zwar war auch der BMI mit p = 0,007 signifikant 
unterschiedlich, jedoch ist dieser Unterschied klinisch als nicht relevant einzustufen (BAV: 
26,37  4,13 vs. TAV: 28,59  4,30). Die Daten sind in Tabelle 14 zusammengefasst. 
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Tabelle 14: Einteilung und Charakteristika der Studiengruppen für die SNP-Analyse 
 Gesamt BAV TAV p-Wert 
Anzahl n (%) 111 (100) 59 (53) 52 (47)  
Geschlecht [m] n (%) 80 (72) 42 (71) 38 (73) 1,000 
Alter [a] (MW ± SD) 
62,4  13 58,8  14 66,3  10 0,002 
BMI [kg/m2] (MW ± SD) 27  4 26  4 29  4 0,007 
Arterielle Hypertonie n (%) 96 (86) 46 (78) 50 (96) 0,005 
Diabetes n (%) 17 (15) 7 (12) 10 (19) 0,304 
Pulmonale Hypertonie n 
(%) 
23 (21) 8 (14) 15 (29) 0,061 
HLP n (%) 47 (42) 21 (36) 26 (50) 0,178 
Nikotinabusus n (%) 33 (30) 20 (34) 13 (25) 0,406 
COPD n (%) 1 (1) 1 (2) 0 (0) 1,000 
pAVK n (%) 52 (47) 26 (44) 26 (50) 0,571 
Aneurysmadurchmesser 
[mm] (MW ± SD) 
50,75  8 49,68  5 51,96  10 0,116 
LVEF [%] (MW ± SD) 56  13 55  15 57  10 0,395 
Vitium 
 AS n (%) 
 AI n (%) 




















n = Anzahl, BMI = Body-Mass-Index, HLP = Hyperlipidämie, COPD = Chronisch obstruktive 
Lungenerkrankung, pAVK = peripher arterielle Verschlusskrankheit, LVEF = 
Linksventrikuläre Pumpfunktion, AS = Aortenklappenstenose, AI = Aortenklappeninsuffizienz 
  
  Ergebnisse 
46 
 
Übersicht über die Lokalisation der untersuchten MMP-2 SNPs 
In Abbildung 5 ist die Struktur des MMP-2-Gens im 5´-3´-Format sowie die Position der 
Polymorphismen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, dargestellt. Das MMP-2-Gen ist auf 
dem langen Arm des Chromosoms 16 an der Position 12.2 lokalisiert. 
Das Gen besteht insgesamt aus 13 Exons (rot) und 12 Introns. Es gibt 2 verschiedene 
Isoformen des Enzyms, was auf zwei SNPs der Promotorregion zurückzuführen ist, bei 
denen ein Cytosin durch ein Thymin ersetzt wird (rs243865: −1306 C > T, und rs2285053: 





Abbildung 5: Schematische Darstellung des MMP-2-Gens. Das MMP-2-Gen besteht 
insgesamt aus 13 Exons (rote Striche) und 12 Introns. Es gibt 2 verschiedene Isoformen des 
Enzyms, was auf zwei SNPs der Promotorregion zurückzuführen ist, bei denen ein Cytosin 
durch ein Thymin ersetzt wird (rs243865: −1306 C > T, und rs2285053: −735 C > T). Die Pfeile 
markieren die Lokalisation der Polymorphismen (rs243865; rs2285053). 
 
  




Von jeder DNA-Probe wurde für jedes Amplikon eine High-Resolution-Melting-PCR 
angefertigt, um über die Analyse der Schmelzkurven mögliche Mutationen zu detektieren. 
Abbildung 6 zeigt die Schmelzpunktanalysen der Patientenproben. Die Gruppierung der 
Daten erfolgt nach der Anzahl der Schmelzpunkte. Alle Proben mit einem Schmelzpunkt 
erhielten die Farbe Rot, alle Proben mit zwei Schmelzpunkten die Farbe Grün. Aus dem 
Schmelzpunkt kann geschlussfolgert werden, bei welcher Probe der untersuchte SNP und 
damit eine Änderung der Basenabfolge auftrat. 
 
 
Abbildung 6: Exemplarische Darstellung der Schmelzkurvenanalyse der beiden MMP-2 
SNPs, links: rs2285053, rechts: rs243865. Das MMP-2-Gen weist bei beiden untersuchten 
SNPs normalerweise ein Cytosin auf. Die rote Kurve zeigt die homozygoten Varianten des 
Gens. Die Kurve präsentiert einen Schmelzpunkt. Die grüne Kurve zeigt zwei 
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Der MMP-2 SNP rs2285053 weist normalerweise ein Cytosin auf. Dies war in der gesamten 
Kohorte (n = 111) bei 91 Patienten (82,0 %) der Fall. Bei diesen Proben lag der 
Schmelzpunkt somit bei 58,9 °C. Ein geringerer Anteil (16,2 %) zeigte in der 
Schmelzkurvenanalyse zwei Schmelzpunkte – einen bei 58,8 °C und den anderen bei 66,1 
°C – dies deutet eine heterozygote Variante an, bei der sowohl ein Cytosin als auch ein 
Thymin vorhanden ist. Nur zwei Patienten (1,8 %) des gesamten Kollektivs wiesen eine 
homozygote Veränderung im Sinne eines Thymins und damit einen Schmelzpunkt bei 65,3 
°C auf. 
 
Der MMP-2 SNP rs243865 weist normalerweise ein Cytosin auf. Dies war in der gesamten 
Kohorte (n = 111) bei 52 Patienten (46,8 %) der Fall. Bei diesen Proben lag der 
Schmelzpunkt somit bei 56,7 °C. Ein etwas größerer Anteil (51,4 %) zeigte in der 
Schmelzkurvenanalyse  zwei  Schmelzpunkte  –  einen bei 56,7 °C und den anderen bei 
62,8 °C – dies deutet eine heterozygote Variante an, bei der sowohl ein Cytosin als auch ein 
Thymin vorhanden ist. Nur zwei Patienten (1,8 %) des gesamten Kollektivs wiesen eine 
homozygote  Veränderung  im  Sinne  eines Thymins und damit einen Schmelzpunkt bei 
62,8 °C auf. Die Verteilung beider untersuchter MMP-2 SNPs ist in Abbildung 7 dargestellt. 
 
 
Abbildung 7: Darstellung der MMP-2 SNPs rs2285053 (links) und rs243865 (rechts). In 
der Gesamtkohorte wiesen 46,8 % der Patienten eine Normalvariante des SNP rs243865 
(rechts) auf. 51,4 % wiesen jedoch zwei Schmelzpunkte und damit eine heterozygote 
Variation auf. Der kleinste Anteil mit 1,8 % hatte eine homozygote Veränderung. Beim SNP 
rs2285053 (links) wiesen 82 % der Patienten die Normvariante auf und nur 16,2 % eine 
heterozygote und 1,8 % eine homozygote Veränderung. 
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Unterschieden nach Patienten mit BAV und TAV ist die Verteilung des MMP-2 SNP 
rs243865 dann wie folgt: nur 39 % der BAV Patienten wiesen eine unveränderte 
Basenabfolge auf, der Großteil (57,6 %) hatte eine heterozygote Basenabfolge und beide 
homozygot veränderten Patienten waren in der Gruppe der BAVs vertreten. Im Vergleich 
dazu wiesen 55,8 % der TAVs eine normale Basenabfolge auf und 44,2 % waren 
heterozygot. Eine homozygote Variation gab es nicht. 
 
 
Abbildung 8: Darstellung der SNPs rs243865 (links) und rs2285053 (rechts) 
unterschieden nach BAV und TAV. Die Analyse des MMP-2 SNP rs243865 zeigte, dass 
39 % der BAV Patienten eine normale Basenfolge aufwiesen (weißer Balken) im Gegensatz 
zu 55,8 % der TAVs. Hingegen zeigten 57,6 % der BAVs und nur 44,2 % der TAVs eine 
heterozygote Basenfolge (grauer Balken). Homozygote Varianten gab es nur bei 2 Patienten 
der BAV Gruppe (schwarzer Balken). Die Verteilung beim MMP-2 SNP rs2285053 war 
nahezu identisch. Eine reguläre Basenfolge zeigten 81,4 % der BAVs und 82,7 % der TAVs. 
Heterozygot waren 15,2 % der BAVs und 17,3 % der TAVs. Homozygote Veränderungen 
waren wieder nur bei den BAVs vorhanden (3,4 %). 
 
Etwas anders zeigte sich die Verteilung bei dem zweiten untersuchten SNP, rs2285053. Hier 
zeigte sich eine reguläre Basenabfolge in 82,0 % der Gesamtkohorte, innerhalb der BAVs 
waren es 81,4 % und bei den TAVs 82,7 %. Auch die Häufigkeit eines heterozygoten 
Vorkommens war nahezu identisch mit 15,2 % der BAVs und 17,3 % der TAVs. Allerdings 
trat erneut bei zwei Patienten (3,4 %) in der BAV Gruppe eine homozygote Veränderung auf. 
 
Bei Betrachtung der gesamten DNA-Analyse zeigt sich in der Kohorte der BAV-Patienten 
also eine Veränderung der Basenabfolge im MMP-2-Gens. Dadurch ließ sich schlussfolgern, 
dass die Prädisposition für Aneurysmen bei BAV-Patienten möglicherweise durch 
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5.3. Untersuchung der Proteinmenge der MMP-2 mittels Western Blot 
Analyse 
Um einen quantitativen Vergleich der MMP-2-Expression in der Aortenwand von Patienten 
mit BAV und TAV zu ermöglichen, wurde im Rahmen dieser Studie die Proteinmenge der 
MMP-2 mit Hilfe der Western Blot Analyse ermittelt. 
Patientenpopulation 
Insgesamt wurden 64 Patienten untersucht. Die Patienten wurden nach der Morphologie 
ihrer Aortenklappe in zwei Gruppen unterteilt: Gruppe 1 umfasste Patienten mit bikuspider 
Aortenklappe (n = 32) und Gruppe 2 Patienten mit trikuspider Aortenklappe (n = 32). 
Tabelle 15 fasst alle relevanten Daten der untersuchten Kohorte zusammen. 
 
 
Tabelle 15: Einteilung und Charakteristik der Studiengruppe 
 Gesamt BAV TAV p-Wert 
Anzahl n (%) 64 (100) 32 (50) 32 (50)  
Geschlecht [m] n (%) 52 (81) 27 (84) 25 (78) 0,749 
Alter [a] (MW ± SD) 61,13  11,82 56,31 ± 12,15 65,94 ± 9,42 0,001 
Diabetes n (%) 5 (8) 1 (3) 4 (12,5) 0,352 
Arterielle Hypertonie n (%) 53 (83) 22 (69) 31 (97) 0,008 
Nikotinabusus n (%) 22 (34) 12 (38) 10 (31) 0,792 
Aneurysmadurchmesser 
[mm] (MW ± SD) 
52,08  7,96 50,71 ± 7,36 53,44 ± 8,42 0,174 
Vitium 
 AS n (%) 
 AI n (%) 






















N = Anzahl, AS = Aortenklappenstenose, AI = Aortenklappeninsuffizienz 
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Beide Gruppen enthielten je 32 Patienten. Um den Einfluss des Aneurysmadurchmesser zu 
minimieren wurden Patienten mit ähnlichen Dimensionen ausgewählt, so dass im Vergleich 
der Gruppen die Mittelwerte keinen signifikanten Unterschied zeigen (BAV: 50,71 ± 7,36 vs. 
TAV: 53,44 ± 8,42 mit p = 0,174). Auch bezüglich des Geschlechtes, Diabetes und 
Nikotinabusus gab es keine signifikanten Unterschiede (Geschlecht: p = 0,749; Diabetes: p = 
0,352; Nikotinabusus: p = 0,792). Jedoch waren die Patienten mit bikuspider Aortenklappe 
erwartungsgemäß im Schnitt fast zehn Jahre jünger (BAV: 56,31 ± 12,15 vs. TAV: 65,94 ± 
9,42; p = 0,001). Auch nicht überraschend war die Häufung von Aortenklappenstenosen in 
der BAV Gruppe (BAV: 72 vs. TAV: 15,5 %, p < 0,001). In der Gruppe der TAVs war 
hingegen die Aortenklappeninsuffizienz häufiger vertreten (TAV: 69 vs. BAV: 25 %, p = 
0,001).  
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5.3. Analyse der MMP-2 Proteinexpression mittels Western Blot Analyse 
Nach erfolgreicher Proteinextraktion aus dem Aortengewebe von Patienten mit BAV und 
TAV wurde mittels der Western Blot Analyse die MMP-2 Proteinexpression untersucht. Ein 
exemplarischer Western Blot ist in Abbildung 9 dargestellt. 
 
 
Abbildung 9: MMP-2 Proteinexpression in der Aortenwand von BAV- bzw. TAV-
Patienten. Nach operativer Versorgung des Aortenaneurysmas bei Patienten mit BAV  bzw. 
TAV, wurden Gewebeproben der konvexen (V), sowie auch der konkaven (K) Seite der Aorta 
entnommen. Mittels Western Blot Analyse wurde die Proteinexpression der MMP-2 
bestimmt. Dargestellt sind ein repräsentativer Western Blot und deren Kontrolle. Die 
Proteinbande des MMP-2 Enzyms wurde bei 72 kDa detektiert, GAPDH bei 37 kDa. 
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In der Western Blot Analyse konnten signifikante Unterschiede zwischen den beiden 
Gruppen detektiert werden. Gesamtheitlich, ohne Unterteilung in die konvexe und konkave 
Seite, zeigte sich ein signifikanter Unterschied der MMP-2 Proteinexpression zwischen 
Patienten mit BAV und TAV. Dabei fand sich bei Patienten mit BAV eine fast doppelt so hohe 




Abbildung 10: Graphische Darstellung des relativen MMP-2 Proteingehalts nach der 
Western Blot Analyse. Die Bandenintensitäten der MMP-2 Proteinexpression wurden zu 
den Bandenintensitäten der GAPDH ins Verhältnis gesetzt. Die Ergebnisse der Gruppen 
(TAV: n = 62; BAV: n = 59) werden als Mittelwerte ± SEM angegeben (TAV: 0,66 ± 0,06; 
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Auf der konvexen Seite zeigte sich eine 1,7-fache Erhöhung der Proteinexpression bei 
Patienten mit bikuspider Aortenklappe (BAV: 1,06 ± 0,20 vs. TAV: 0,61 ± 0,08; p = 0,04), ein 
ähnliches Verhältnis konnte auch auf der konkaven (K) Seite detektiert werden (BAV: 1,19 ± 
0,12 vs. TAV: 0,7 ± 0,08; p = 0,002). Die graphische Darstellung findet sich in Abbildung 11. 
 
 
Abbildung 11: Graphische Darstellung des relativen MMP-2 Proteingehalts in der 
Western Blot Analyse. Die Bandenintensitäten der MMP-2 Proteinexpression wurden zu 
den Bandenintensitäten der GAPDH Proteinexpression ins Verhältnis gesetzt. Die 
Ergebnisse der Gruppen (TAV V: n = 31; BAV V: n = 29; TAV K n = 31; BAV K: n = 30) 
werden als Mittelwerte ± SEM angegeben (TAV V: 0,61 ± 0,08; BAV V: 1,06 ± 0,2; TAV K: 
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5.4. Untersuchung der Proteinmenge der MMP-2 im ELISA 
Zur weiteren Verifizierung der in der Western Blot Analyse gewonnenen Erkenntnisse wurde 
ein ELISA bei der identischen Patientenpopulation durchgeführt. Auch hier war das Ziel, die 
Bestimmung der Proteinkonzentrationen der MMP-2 in Lysaten des Aortengewebes von BAV 
und TAV Patienten. 
 
 
Abbildung 12: Graphische Darstellung des relativen MMP-2 Proteingehalts im ELISA. 
Die MMP-2 Proteinexpression wurde zu der GAPDH Proteinexpression ins Verhältnis 
gesetzt. Die Ergebnisse der Gruppen werden als Mittelwerte ± SEM angegeben (BAV 105,8 
± 7,87 vs. TAV 66,78 ± 9,23). Die Signifikanz ist als * p = 0,0017 dargestellt. 
 
Es zeigte sich – sowohl in der konkaven (K) als auch konvexen (V) Seite – eine fast doppelt 
so hohe MMP-2 Proteinexpression bei Patienten mit BAV. In Abbildung 12 sind die 
Unterschiede nach Klappentyp aufgezeigt. Hierbei zeigte sich ein signifikanter Unterschied 
der Proteinexpression (p = 0,0017) zwischen den bikuspiden und trikuspiden Patienten 
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Schlüsselt man die Ergebnisse nun nach der konvexen und konkaven Seite auf, stellen sich 
die Unterschiede wie folgt dar: Konvex BAV: 112,9 9 ± 11,34 vs. TAV: 65,01 ± 12,7, p = 
0,007; Konkav BAV: 103,7 ± 10,74 vs. TAV: 69,25 ± 13,63, p = 0,05. Diese Unterschiede der 
MMP-2 Proteinexpression sind in Abbildung 13 graphisch dargestellt. Zwar ist nur der 
Unterschied auf der konvexen Seite als signifikant einzustufen, allerdings zeigte sich mit 
einem p-Wert von 0,05 auch auf der konkaven Seite eine klare Tendenz. 
Beim Vergleich innerhalb einer Gruppe zeigen sich für beide Klappentypen zwischen konvex 
und konkav keine signifikanten Unterschiede (BAV: p = 0,429; TAV: p = 0,577). 
 
Abbildung 13: Graphische Darstellung des relativen MMP-2 Proteingehalts im ELISA. 
Die MMP-2 Proteinexpression wurde zu der GAPDH Proteinexpression ins Verhältnis 
gesetzt. Die Ergebnisse der Gruppen werden als Mittelwerte ± SEM angegeben (TAV V: 
65,01 ± 12,7; BAV V: 112,9 ± 11,34; TAV K: 69,25 ± 13,63; BAV K: 103,7 ± 10,74). Die 
Signifikanz ist als * p = 0,007 dargestellt. 
Es zeigte sich in der Western Blot Analyse eine deutlich höhere MMP-2 Proteinexpression in 
Lysaten der aneurysmatischen Aortenwand von BAV-Patienten. Auch im ELISA bestätigte 
sich eine verstärkte MMP-2 Proteinexpression in der Aortenwand von BAV-Patienten, v.a. 
auf der konvexen Seite der Aortenwand. 
Aus den quantitativen Bestimmungen im Western Blot und ELISA lässt sich schlussfolgern, 
dass die Proteinexpression an MMP-2 in der Aortenwand bei Patienten mit BAV im Vergleich 
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5.5. Untersuchung der Enzymaktivität der MMP-2 mittels Zymographie 
Um die Aktivität der MMP-2 messen zu können, wurden die Proben mittels Zymographie 
analysiert. MMP-2 ist eines der Enzyme des menschlichen Bindegewebes, dessen Aufgabe 
darin besteht, die Homöostase des Kollagens aufrecht zu erhalten. Dies gewährleistet einen 
ausgeglichenen Auf- und Abbau des Bindegewebes und damit den Erhalt der regelrechten 
Funktionsweise des Gewebes. MMP-2 (Gelatinase A) ist dafür verantwortlich Gelatine zu 
hydrolysieren und dadurch in ihre Bestandteile Polypeptide, Peptide und Aminosäuren zu 
spalten. Die Aktivität der Enzyme ist von vielen Faktoren abhängig. Dazu gehören z.B. die 
Temperatur und der pH-Wert des Gewebes, aber auch Veränderungen der DNA-
Gensequenz. 
Der Gelatine-Verdau wird für die Methode der Zymographie genutzt. Durch die 
Zugabe des Substrates, kann nach elektrophoretischer Auftrennung die Aktivität des Enzyms 
nachgewiesen werden. Die Enzymaktivität wird nach Anfärben des Gels mit Coomassie 
Brilliant Blue durch die Stärke der entfärbten Banden analysiert. Abbildung 14 zeigt ein 
beispielhaftes Zymographie Gel. 
 
 
Abbildung 14: MMP-2 Enzymaktivität im Aortengewebe von Patienten mit BAV und 
TAV in der Zymographie. Nach operativer Versorgung eines Aortenaneurysmas wurden 
Gewebeproben sowohl von der konvexen (V) als auch von der konkaven (K) Seite der 
Aortenwand entnommen. Mittels Zymographie wurde die Aktivität der MMP-2 bestimmt. 
Dargestellt ist ein repräsentatives Zymographie-Gel. Die Proteinbande des MMP-2 
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Betrachtet man nun die Ergebnisse der Zymographie getrennt nach BAV (3,44  0,21) und 
TAV (2,90  0,16), so zeigen die BAV Patienten eine signifikant (p = 0,04) höhere MMP-2 
Enzymaktivität (Abbildung 15). 
 
 
Abbildung 15: MMP-2 Enzymaktivität im Aortengewebe von Patienten mit BAV und 
TAV mittels Zymographie. Die MMP-2 Enzymaktivität wurde analysiert und zu einer 
Kontrollprobe ins Verhältnis gesetzt. Die Ergebnisse der Gruppen werden als Mittelwerte ± 
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Gliedert man die Ergebnisse aber in die verschiedenen Entnahmestellen auf, so zeigt sich 
folgendes Resultat: Innerhalb der BAV Patienten findet sich ein signifikanter Unterschied mit 
einer erhöhten Enzymaktivität in der konkaven Seite (p = 0,03). Vergleicht man nun aber 
BAV gegen TAV konvex/konkav gibt es keine relevanten Unterschiede (Konvex BAV: 3,30  
0,27 vs. TAV: 2,85  0,24, p = 0,22; Konkav BAV: 3,58  0,32 vs. TAV: 2,95  0,22, p = 
0,12), dargestellt in Abbildung 16. 
 
 
Abbildung 16: MMP-2 Enzymaktivität im Aortengewebe von Patienten mit BAV und 
TAV in der Zymographie. Es zeigt sich eine signifikant höhere Enzymaktivität in der 
konvexen Seite der BAV Patienten, verglichen mit der konkaven Seite (Konvex BAV: 3,30  
0,27 vs. Konkav: 3,58  0,32). Bei den TAV Patienten zeigen sich im Seitenvergleich keine 
Signifikanzen (Konvex: 2,85  0,24 vs. Konkav: 2,95  0,22). Die Ergebnisse der Gruppen 











































Zusammenfassend lässt sich sagen, dass auf mRNA-Ebene die Expression der MMP-2 bei 
Patienten mit bikuspider Aortenklappe erhöht ist. Dies spiegelt sich auch in der 
Quantifizierung des MMP-2 Proteins in der Western Blot Analyse und im ELISA wider. 
Ebenso konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine erhöhte Enzymaktivität der MMP-2 
in der Zymographie bei BAV Patienten detektiert werden. Eine veränderte Basenabfolge im 
MMP-2-Gen bei BAV-Patienten konnten ebenfalls nachgewiesen werden. 




Das menschliche Blut wird vom Herzen über die Aortenklappe in den Körperkreislauf 
gepumpt. Die Aortenklappe gehört zu den Taschenklappen des Körpers und ist 
normalerweise aus drei Segeln aufgebaut (Duale Reihe Anatomie, 2010). Jedoch kommt es 
bei manchen Menschen zu Abweichungen im Aufbau der Klappe – der bikuspiden 
Aortenklappe. Grundsätzlich erfolgt die Einteilung der bikuspiden Klappen nach Sievers in 
Abhängigkeit von der Anzahl der Raphen, der räumlichen Anordnung und der Funktion 
(Sievers et al., 2007). Die BAV stellt mit einem Anteil von 0,9 - 2 % der Bevölkerung die 
häufigste kongenitale kardiale Malformation dar (Fedak et al., 2005; Braverman et al., 2005). 
Sie ist mit einem erhöhten Risiko für Komplikationen, wie beispielsweise einem vermehrten 
Auftreten von Aortenaneurysmen, verbunden (Fedak et al., 2005; Yuan et al., 2010). 
Interessanterweise schützt ein Aortenklappenersatz nicht vor fortschreitender 
Aortendilatation, was darauf hinweist, dass nicht ausschließlich die Hämodynamik oder die 
Klappe an sich den entscheidenden Faktor für die Erweiterung der Aortenwand darstellen 
(Yasuda TM et al., 2003). Aktuell gibt es keine prognostischen Faktoren die helfen, Patienten 
mit erhöhtem Risiko frühzeitig zu identifizieren. 
 Die vorliegende Arbeit soll Unterschiede zwischen BAV- und TAV-Patienten 
nachweisen und fokussiert sich dabei auf die Matrixmetalloproteinase-2, ein Enzym das für 
den Ab- und Umbau der extrazellulären Matrix verantwortlich ist. 
6.1. Die Patientenpopulation 
Die BAV ist vermutlich das Resultat einer Fusion der Klappensegel im Uterus (Braverman et 
al., 2005) und weist eine männliche Prädominanz auf (Roberts et al., 1970). Auch die im 
Rahmen dieser Arbeit untersuchte Kohorte bestand zu 81 % aus männlichen Probanden. Es 
zeigte sich zudem ein signifikanter Unterschied der Koexistenz von Aortenklappenstenose /  
-insuffizienz zwischen BAV- und TAV-Patienten. Unter den in dieser Studie untersuchten 
Probanden wiesen 72 % der BAV-Patienten und nur 15 % der TAV-Patienten eine 
Aortenklappenstenose auf. Es traten also signifikant mehr Aortenstenosen bei Patienten mit 
BAV-Klappe auf. Bei TAV-Patienten traten im Vergleich zu BAV-Patienten dagegen 
signifikant häufiger Aortenklappeninsuffizienzen auf (p = 0,001). 
Auch andere Studien zeigten, dass BAV-Patienten zur Ausbildung von Stenosen neigen und 
mit Aortenpathologien, wie einer häufigeren Aneurysma-Ausbildung, assoziiert sind 
(Michelena et al., 2011; Braverman et al., 2005; Fedak et al., 2002; Tadros et al., 2009; 
Ferencik et al., 2003; Ward et al., 2000). So weisen ungefähr 50 % der Erwachsenen mit 
schwerer Aortenklappenstenose eine bikuspide Aortenklappe auf. Die Stenose schreitet 
schneller fort, wenn die Klappen asymmetrisch sind (Beppu et al., 1993). Die bikuspide 
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Aortenklappe ist, laut Studien von Pomerance et al., die häufigste Ursache von 
Aortenklappenstenosen im Alter zwischen 60 - 75 Jahren und für 40 % der unter 60-Jährigen 
(Pomerance et al., 1972). Bei über 95 % der operativ exzidierten Aortenklappen ist die 
Ätiologie der Stenose in eine der drei Kategorien einzuordnen: kongenitale bikuspide 
Aortenklappe, rheumatisch oder degenerativ bedingt (Waller et al., 1994). William et al. 
untersuchten 162 Patienten mit Aortenstenose, darunter 67 Probanden mit kongenitaler 
bikuspider Aortenklappe. Dabei zeigten sich übereinstimmende Ergebnisse. So wiesen auch 
ihre Daten darauf hin, dass die kongenitale bikuspide Aortenklappe einen entscheidenden 
Faktor für die Entwicklung einer Stenosierung der Aortenklappe darstellt (William, 1970). 
Bei 33 % der BAV-Patienten entwickeln sich ernsthafte Komplikationen, dabei ist die 
Aortendilatation die häufigste Form, welche zudem den Beginn eines Aneurysmas darstellt 
(Fedak et al., 2005; Yuan et al., 2010). Patienten mit BAV entwickeln zu etwa 26 % ein 
Aneurysma der Aorta ascendens. Dabei ist das Ausmaß der Dilatation unabhängig vom 
Grad der Stenose oder Regurgitation (Ferencik et al., 2003; Roberts et al., 1991). Akut 
lebensbedrohlich ist der Einriss der Aorta, Stanford Typ A, bei bestehendem Aneurysma 
oder auch nicht erweiterter Aorta. Die Inzidenz von Aortendissektionen ist, sofern rechtzeitig 
ein elektiver chirurgischer Aortenersatz erfolgt, mit 3,1 Fällen pro 10.000 Patientenjahre 
gering, aber achtmal häufiger als in der Allgemeinbevölkerung (Michelena et al., 2011). 
Aktuell gibt es jedoch keine prognostischen Faktoren zur frühzeitigen Identifizierung 
derjenigen Patienten, die ein erhöhtes Risiko für Dilatationen und Dissektionen der 
proximalen Aorta aufweisen. 
Genetische Faktoren scheinen eine große Rolle bei der Ausbildung von Aortenerweiterungen 
bei BAV-Patienten zu spielen. Biner et al. konnten, trotz Vorhandsein einer normal 
entwickelten TAV, Aortenwurzelerweiterungen bei 1/3 der erstgradig Verwandten von BAV-
Patienten detektieren. Auch wiesen sie die gleiche Unbeweglichkeit der Aortenwand wie ihre 
Vorfahren auf (Biner et al., 2009). Genetische Faktoren, insbesondere diejenigen, die den 
Stoffwechsel der extrazellulären Matrix regulieren, wurden als maßgebliche Mechanismen 
für die Aneurysmabildung erkannt. 
Im Rahmen dieser Studie wurden aneurysmatisch veränderte Aortenproben von 
BAV- und TAV-Patienten untersucht, um Unterschiede in der Aktivität der 
Matrixmetalloproteinase-2 zu detektieren. 
Da die Wand der proximalen Aorta von BAV-Patienten abnorme elastische Eigenschaften 
aufweist, wurde angenommen, dass die mit BAV-assoziierten Aneurysmen eine erhöhte 
Aktivität der Elastin-abbauenden MMPs besitzt (Boyum et al., 2004). Es wird davon 
ausgegangen, dass MMP-2 ein Schlüsselenzym der Matrixregeneration bzw. -degeneration 
ist und somit einen essentiellen Faktor für die Ausbildung von Aneurysmen darstellt (Goodall 
et al., 2001; Thompson et al., 1995 / 1996). 
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Des Weiteren wurden in vorangegangenen Arbeiten bei einigen BAV-Patienten Mutationen 
im MMP-2-Gen nachgewiesen. So fanden Price et al. sechs Polymorphismen im MMP-2-
Gen (Price et al., 2001). Allerdings blieb weiterhin unklar ob diese spezifisch für die 
Aortenpathologie bei BAV-Patienten waren. 
Aus diesem Grund erfolgte in der hier vorliegenden Arbeit die Analyse des MMP-2-
Gens auf homo- und heterozygote Veränderungen bei Patienten mit bikuspider, sowie 
trikuspider Aortenklappe. 
 
6.2. Diskussion der MMP-2 SNPs als Ausdruck genetischer Variationen 
In der hier vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 111 Patienten untersucht. Darunter fanden 
sich 59 Patienten mit bikuspid und 52 Patienten mit trikuspid angelegter Aortenklappe. Es 
zeigten sich signifikante Unterschiede im Alter, im Auftreten der arteriellen Hypertonie, sowie 
in der Verteilung der Aortenklappenvitien. Patienten mit bikuspider Aortenklappe waren zum 
Zeitpunkt der Operation im Schnitt zehn Jahre jünger und litten seltener unter arterieller 
Hypertonie. Sie wiesen häufiger Aortenklappenstenosen auf, wohingegen mehr TAV-
Patienten Aortenklappeninsuffizienzen hatten. Zwar war auch der BMI mit einem p = 0,007 
signifikant unterschiedlich, jedoch ist dieser Unterschied klinisch als nicht relevant 
einzustufen. 
Das MMP-2-Gen wurde in dieser Arbeit auf zwei bereits beschriebene SNPs hin untersucht, 
rs243865 und rs2285053. In unserer untersuchten Kohorte wiesen im MMP-2 SNP rs243865 
nur 39 % der BAV Patienten eine unveränderte Basenabfolge auf. Der Großteil (57,6 %) 
hatte eine heterozygote Basenreihenfolge. Im Vergleich dazu wiesen mehr als die Hälfte der 
TAVs eine normale Basenabfolge auf und 44,2 % waren heterozygot. 
Etwas anderes zeigte sich die Verteilung bei dem zweiten untersuchten SNP, rs2285053. 
Hier zeigte sich größtenteils eine reguläre Basenabfolge sowohl in der BAV- als auch in der 
TAV-Gruppe. Auch die Häufigkeit eines heterozygoten Vorkommens war in beiden Gruppen 
nahezu identisch. 
Die Expression von Genen ist von multiplen Faktoren abhängig. Die zahlreichen 
Schritte der Genexpression werden auf verschiedenen Ebenen kontrolliert. Die auf der DNS 
gespeicherten und von ihr auf die (m)RNS übertragenen Signale (Nukleotidsequenzen), 
bestimmen, ob ein Gen stärker als ein anderes exprimiert wird (Peter v. Sengbusch: 
Genexpression Information). Eine Veränderung der Basenabfolge kann entscheidenden 
Einfluss auf die Expression und Funktionalität des MMP-2-Enzyms haben. 
 
Die meisten der Gene, die für MMP-2 kodieren, sind hochpolymorph und besitzen 
Sequenzvariationen der Regulatorregion (Clark IM et al., 2007; Ye S et al., 2000). Die 
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Proteinexpression von MMP-2 wird durch Polymorphismen der Promotorregion des Gens 
beeinflusst. Einer der SNPs mit funktioneller Aktivität ist der oben untersuchte Austausch von 
MMP-2 −1306C>T (rs243865). 
Übereinstimmend mit unseren Ergebnissen fand Balisteri 2012 Unterschiede in der Sequenz 
von MMP-2 bei BAV-Patienten und wies in diesem Zusammenhang auf die unterschiedliche 
Pathophysiologie von Aneurysmen der Aorta im Vergleich zu TAV-assoziierten Aneurysmen 
hin (Balisteri et al., 2012). Er bezeichnete die genetische Variation als unabhängigen Faktor 
der Aneurysmaentwicklung. So wiesen die Aortenwände der TAV-Patienten einen stärkeren 
Verlust an elastischen Fasern auf und ließen sich weiter durch zystische Medianekrose, 
Mediafibrose und Inflammation charakterisieren. Im Gegensatz dazu, zeigte sich bei BAV-
assoziierten Aortenaneurysmen eine verstärkte Apoptose von SMC in den Aortenwänden. 
Zwar ist die Arbeit mit der geringen Anzahl von 28 BAV-Patienten limitiert, dennoch ließ sie 
einen Rückschluss zur differenten Ätiologie von BAV-assoziierten Aneurysmen zu, die es 
durch weitere Studien mit größeren Probandenzahlen zu verifizieren galt. Weiterhin zu 
beachten ist, dass in der Studie von Balisteri – wie auch in der vorliegenden Arbeit – 
wesentlich mehr der untersuchten TAV-Patienten eine prolabierte und damit insuffiziente 
Klappe aufwiesen. In der Gruppe der BAV-Patienten wurden hingegen mehr kalzifizierte 
Klappen eingeschlossen. Die Ergebnisse könnten daher durch weitere Faktoren wie 
turbulenten Fluss beeinflusst worden sein. In der hier vorliegenden Arbeit mit nahezu 
doppelter Probandenanzahl konnten eine veränderte Basenabfolge bestätigt und somit die 
Ergebnisse der früheren Studie verifiziert werden. 
 
6.3. MMP-2 Genexpression und quantitativer Vergleich der MMP-2 
Proteinexpression 
In der vorliegenden Arbeit wiesen BAV-Patienten, verglichen mit den TAV-Patienten, eine 
signifikant höhere MMP-2 mRNA Expression auf. 
Eine erhöhte Expression eines Gens bedeutet nicht zwangsläufig eine verstärkte 
Proteinmenge und Funktionalität im Gewebe (Wilton et al., 2007). Doch auch in der Western 
Blot Analyse konnte ein fast doppelt so hoher Proteingehalt an MMP-2 in BAV-Aneurysmen 
detektiert werden. Diese Ergebnisse konnten auch im ELISA bestätigt werden. Es zeigte sich 
– sowohl auf der konkaven (K) als konvexen (V) Seite – eine fast doppelt so hohe MMP-2 
Proteinexpression bei Patienten mit BAV. Aus den quantitativen Bestimmungen in der 
Western Blot Analyse und im ELISA lässt sich daher schlussfolgern, dass der Anteil des 
matrixabbauenden Enzyms MMP-2 in der Aortenwand bei Patienten mit BAV im Vergleich zu 
Patienten mit trikuspider Aortenklappe deutlich erhöht ist. 
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Frühere Studien zur Genexpression ergaben bereits eine erhöhte Expression verschiedener 
Matrixmetalloproteinasen, insbesondere MMP-2, bei BAV-Patienten im Vergleich zu TAV-
Patienten (Fedak et al., 2003; Ikonomidis et al., 2007; Wilton et al., 2008). Diese 
Veränderung der Genexpression wurde schon von Tadros als Ursache der 
Aortenmediadegeneration erkannt (Tadros et al., 2009). 
Übereinstimmend mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit, kamen auch die 
Arbeitsgruppen von Pisano et al. und Ikonomidis et al. Deren Untersuchungen zeigten eine 
verstärkte Proteinexpression von MMP-2 im aortalen Gewebe von BAV-Patienten im 
Vergleich zu TAV-Patienten bzw. einer Kontrollgruppe. Eine deutliche Korrelation zwischen 
der MMP-2 Proteinmenge und dem Aortendurchmesser bestand ebenfalls. Der erhöhte 
Gehalt des matrixabbauenden Enzyms begründet vermutlich den verstärkten Abbau des 
elastischen Gewebes und führt zur Beeinträchtigung der mechanischen Eigenschaften der 
Aortenwand. Als mögliche Konsequenz entsteht eine Prädisposition für verstärkte 
Zellschädigung und Zelluntergang und führt somit zur früheren Ausbildung von Aneurysmen 
(Pisano et al., 2011, Ikonomidis et al., 2007). Ob diese erhöhte Proteinmenge auch eine 
verstärkte Enzymaktivität zur Folge hat, sollte nun untersucht werden. 
Auch die Daten der Studie von Koullias sprachen für eine verstärkte 
Proteinexpression von MMP-2 im Aortengewebe bikuspider Klappenträger (Koullias et al., 
2004). Die Daten wurden dabei in einem kleinen Kollektiv mit 26 Patienten erhoben, 
bestehend aus bikuspiden und trikuspiden Probanden, bei denen die Hälfte eine Korrektur 
der Aorta ascendens aufgrund eines Aneurysmas oder einer akuten Dissektion erhalten 
hatte. Sowohl Patienten mit vorhandener Bindegewebserkrankung oder bestehender 
Endokarditis wurden in diese Studie eingeschlossen. 
Übereinstimmend mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit, kam auch Boyum in 
seiner Studie (Boyum et al., 2004) - mit 28 Patienten - zu dem Ergebnis eines erhöhten 
Gehaltes an MMP-2 in BAV-assoziiertem Aortengewebe. Zusätzlich schien die Aktivität der 
MMP-2 bei dieser Patientengruppe ebenso verstärkt zu sein. 
Aber auch ein erhöhter aortaler Wandstress führt zur verstärkten Proteinexpression von 
MMP-2 wie die Studienergebnisse von Guzzardi zeigten. Er verglich den Scherstress 
operationspflichtiger BAV-Patienten mit gesunden TAV-Patienten präoperativ mittels MRT 
(Guzzardi et al., 2015). Die anschließend erhobenen Daten erbrachten eine erhöhte MMP-2 
Proteinexpression in Regionen mit verstärktem Wandstress. 
 Auch Ikonomidis et al. konnten 2013 beim Vergleich von Gewebe und Plasma von je 
21 TAV- und BAV-Patienten mit aneurysmatisch veränderter Aorta ascendens und zehn 
Proben gesunder Probanden einen erhöhten Gehalt an MMP-2 detektieren, jedoch nicht nur 
bei BAV-Patienten, sondern auch bei TAV-Patienten mit erweiterter Aorta ascendens. Die 
Gruppen unterschieden sich in weiteren Matrixbestandteilen, sodass darauf hingewiesen 
  Diskussion 
64 
 
wurde, dass nicht die Messung einzelner Analyten sinnvoll ist, jedoch aus einer Kombination 
Schlussfolgerungen getroffen werden könnten (Ikonomidis et al., 2013). 
Anderseits gibt es Studien von Arbeitsgruppen, deren Ergebnisse keine Unterschiede 
in der Proteinexpression von MMPs und TIMPs zwischen BAV- und TAV-Patienten 
feststellten, so zum Beispiel die Arbeit von der Gruppe um Wilton. Dabei ist zu beachten, 
dass nur eine kleine Anzahl von 19 Probanden mit präoperativer Erweiterung der Aorta 
ascendens untersucht wurde. Auch führte eine bekannte Bindegewebsstörung, wie zum 
Beispiel das Marfan-Syndrom, nicht zum Ausschluss aus der untersuchten Kohorte. Als 
Resultat der Studie ergaben sich keine Unterschiede in der Proteinexpression von MMP-2 
und seines Gegenspielers TIMP-1 in den Aortenproben der BAV- und TAV-Patienten. 
Dennoch zeigte sich auch bei Wilton et al. eine größere MMP-2/TIMP-1-Ratio bei BAV-
Patienten (Wilton et al., 2007). Somit ließ sich darauf schließen, dass ein Missverhältnis 
zwischen dem matrixabbauenden Enzym und seinem Regulator ein ätiologischer Faktor für 
die Ausbildung eines TAA bei BAV-Patienten darstellt. Diese Ergebnisse können nicht 
vollständig mit den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit verglichen werden, da nur 
MMP-2 untersucht wurde. 
Es wurde nicht immer Aortengewebe untersucht. Abaci et al. analysierte das 
periphere Blut von 112 BAV-Patienten mit dilatierter bzw. nicht dilatierter Aorta ascendens. 
Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied im MMP-2-Gehalt der beschriebenen 
Gruppen. Auch konnte kein Zusammenhang zwischen dem MMP-2-Gehalt im Blut und dem 
Aortendurchmesser beobachtet werden (Abaci et al., 2012). Wie es sich mit dem MMP-2-
Mengen im peripheren Blut im Vergleich zu TAV-Patienten verhält, wurde in der Studie von 
Abaci nicht untersucht. Daher sind Schlussfolgerungen zur Unterscheidung der MMP-2-
Mengen im Gewebe, sowie zwischen BAV- und TAV-Patienten hier nicht möglich. 
Tscheuschler et al. führten dann die Untersuchung von Blut und Gewebe zusammen, fanden 
jedoch keinen Zusammenhang zwischen dem MMP-2-Gehalt und dem Aortendurchmesser 
beim Vergleich von dilatiertem aortalem Gewebe zwischen BAV- und TAV-Patienten 
(Tscheuschler et al., 2016). Es fand sich zudem keine Korrelation der Mengen an MMP-2 im 
Gewebe mit den Mengen im Serum. Hierbei wurde das Gewebe unabhängig vom Aufbau der 
Klappe untersucht. Die Untersuchungsgruppe bestand sowohl aus Patienten mit bikuspider, 
als auch mit trikuspider Aortenklappe. Patienten mit begleitender Bindegewebsstörung 
wurden aus der Untersuchung nicht ausgeschlossen. Eine Aussage zu Veränderungen der 
Matrixenzyme in Aortenwänden von BAV-Patienten wurde nicht getroffen. Auch Ikonomidis 
fand 2012 keine Korrelation zwischen Plasma- und Gewebelevel der MMP-2-Analyten 
(Ikonomidis et al., 2012). Als Gründe führte die Arbeitsgruppe das größtenteils interstitielle 
Vorkommen der Moleküle und die variable Halbwertszeit an, weshalb es schwierig ist einen 
aussagekräftigen Messpunkt zu bestimmen. So könnte es an beliebigen Zeitpunkten zu 
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massiven Schwankungen der Messgrößen kommen. Überdies wiesen die Studien darauf 
hin, dass die Bestimmung einzelner Analyten keine Aussage zulässt, sondern die 
Kombination multipler Analyten einen Algorithmus mit hoher Sensitivität und Spezifität 
erkennen lässt. Inwieweit der MMP-2-Gehalt des Patientenblutes bzw. die Genexpression 
von MMP-2 mit dem Gehalt und der Aktivität des Enzyms im aortalen Gewebe 
übereinstimmt, blieb somit offen. Die Limitationen der Studie liegt auch hier zweifellos an der 
niedrigen Anzahl der Probanden, was weitere Studien erforderlich machte. Daher wurde in 
der hier vorliegenden Arbeit bewusst auf eine größere Probandenzahl geachtet um 
aussagekräftigere Rückschlüsse ziehen zu können. 
 
6.4. Aktivität des MMP-2-Enzyms 
Die Ergebnisse der Zymographie der hier vorliegenden Studie zeigen eine signifikant höhere 
MMP-2 Enzymaktivität im Aortengewebe von BAV-Patienten. Innerhalb der BAV-Gruppe 
fand sich ein signifikanter Unterschied mit einer erhöhten Aktivität in der konkaven Seite. 
Dies könnte darin begründet sein, dass an der konkaven Seite der Aorta noch weitere 
Einflussfaktoren zur verstärkten Enzymaktivierung führen. Im Vergleich der BAV- gegen 
TAV-Aortenproben der konvexen und konkaven Seite gab es keine relevanten Unterschiede. 
Korrelierend zu unseren Ergebnissen erbrachten die Studien von Fedak et al. 
ebenfalls eine zweifach höhere Aktivität der MMP-2 in der Aortenwand von BAV-Patienten. 
Als Ursache wurde hierbei der Mangel an Fibrillin 1 in den Aortenwänden der BAV-
Probanden vermutet. So könnte der Mangel an Fibrillin 1 die SMCs anregen, mehr Vorstufen 
von MMP-2 zu exprimieren. Die Annahme der Gruppe war, dass es infolge des veränderten 
Blutflusses, bedingt durch die Klappenanomalie, zur vermehrten Aktivierung der MMP-2-
Vorstufen kommt. Zusätzlich fiel eine positive Korrelation der MMP-2 Aktivität und dem 
Aortendurchmesser auf (Fedak et al., 2003). Diese Studie stützte sich jedoch auf eine 
geringe Anzahl an Probanden. Auch bestand das Kollektiv der BAV-Gruppe zur Hälfte aus 
Patienten mit signifikanter Dilatation der Aorta und stärkster Klappenpathologie, wohingegen 
die TAV-Gruppe nur einen Patienten mit signifikant erweiterter Aorta aufwies. Die Ergebnisse 
konnten nun im Rahmen der vorliegenden Arbeit bei der Untersuchung einer größeren 
Probandenzahl bestätigt werden. 
Auch Studien von Lee et al. erbrachten bei der Untersuchung einer kleinen Kohorte, 
bestehend aus elf männlichen und sechs weiblichen Patienten mit bikuspider Aortenklappe 
und Aortenaneurysma, bei beiden Geschlechtern eine verstärkte Elastaseaktivität (Lee et al., 
2014). Diese wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht untersucht. 
 Kritisch zu diskutieren sind in diesem Zusammenhang die Ergebnisse von Philippi et 
al. aus dem Jahr 2013. Die Arbeitsgruppe um Philippi untersuchte 142 BAV-Patienten und 
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verglich die erhobenen Ergebnisse mit Daten von 99 TAV-Patienten. In jeder Gruppe 
befanden sich sowohl Patienten ohne als auch Patienten mit Aortenaneurysma. Es fand sich 
auch hier eine erhöhte Aktivität der Matrixmetalloproteinase-2 in der Gruppe der BAV-
Patienten, jedoch war die Aktivität der MMP-2 gleichzeitig in der Gruppe der TAV-Patienten 
mit Aneurysma erhöht. Die Gründe hierfür bleiben unklar (Philippi et al., 2013). 
Auch die quantitativen Untersuchungen der Aktivität von aneurysmatisch 
verändertem Aortengewebe von 16 BAV- und 12 TAV-Patienten von Boyum et al. erbrachten 
eine höhere Aktivität der Matixmetalloproteinase-2 bei Patienten mit bikuspider Aortenklappe 
(Boyum et al., 2004). Die Studie untersuchte jedoch nur eine kleine Kohorte von Patienten. 
Die Ergebnisse können des Weiteren nicht auf alle BAV-Patienten verallgemeinert werden, 
da nicht alle Patienten mit bikuspider Aortenklappe eine Erweiterung der Aorta ascendens 
entwickeln. 
 
Die in der vorliegenden Arbeit diskutierten Untersuchungen von Aortengewebe auf 
Genmutationen im MMP-2-Gen und dem anschließenden quantitativen und qualitativen 
Vergleich des MMP-2-Enzyms im Aortengewebe von Probanden mit BAV verglichen mit 
TAV-Probanden, wurden erstmalig im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Die Ergebnisse 
zeigten das Vorhandensein einer heterozygoten Veränderung eines MMP-2 SNPs bei BAV-
Patienten. Weiter fanden sich eine erhöhte Gen- und Proteinexpression von MMP-2 im 
Aortengewebe von Patienten mit BAV, sowie eine verstärkte Aktivität der MMP-2 im aortalen 
Gewebe von diesen Patienten. 




Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Patienten mit bikuspider Aortenklappe und 
assoziiertem proximalen Aortenaneurysma eine erhöhte Enzymaktivität der 
Matrixmetalloproteinase-2 aufweisen und dies eine potenzielle Ursache für die Entstehung 
dieser Aneurysmen, durch einen vermehrten Abbau der extrazellulären Matrix, ist. In 
Einklang mit der Enzymaktivität steht eine erhöhte Proteinmenge, sowie auf mRNA-Ebene 
eine vermehrte Expression der MMP-2. Auch die Häufigkeit sogenannter single nucleotide 
polymorphisms weicht von der der Patienten mit trikuspider Aortenklappe und assoziiertem 
Aortenaneurysma ab. Ob dies funktionelle Auswirkungen hat bleibt unklar. 




Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Aortengewebe von Patienten mit bikuspider 
und trikuspider Aortenklappe untersucht. Zu berücksichtigen ist, dass ausschließlich 
Patienten eingeschlossen wurden, die bereits eine Erweiterung der proximalen Aorta 
aufwiesen und somit eine OP-Indikation hatten. Eine Kontrollgruppe mit nicht erweiterten 
Aorten bzw. gesunden Patienten gibt es aus ethischen Gründen nicht. 
Die Aorten wurden sofort nach Entnahme im Labor verarbeitet und schnellstmöglich in 
Formalin bzw. Flüssigstickstoff überführt. Trotz allem bestand zwischen Entnahme und 
Endzustand eine zeitliche Latenz von 20 bis 40 Minuten. Auch der Zeitpunkt zu dem die 
Operateure die Aorta vom Operationstisch abgaben, war nicht immer einheitlich. Somit sind 
Verzerrungen der Protein- und Enzymaktivitätsanalysen nicht komplett auszuschließen. 
Des Weiteren muss beachtet werden, dass die BAV-Patienten in der hier vorliegenden 
Studie im Schnitt 10 Jahre jünger waren als die TAV-Probanden. Das Patientenalter könnte 
ebenfalls Einfluss auf die Gewebebeschaffenheit und den Matrixstoffwechsel haben. Über  
70 % der untersuchten BAV-Patienten und nur 15 % der TAV-Patienten wiesen gleichzeitig 
eine Aortenklappenstenose auf. Es traten somit signifikant mehr Aortenstenosen bei 
Patienten mit BAV-Klappe auf. Patienten mit trikuspider Aortenklappe waren im Vergleich zu 
BAV-Patienten dagegen signifikant häufiger mit Aortenklappeninsuffizienzen assoziiert. 
Diese Koinzidenzen könnten somit ebenfalls den Matrixstoffwechsel im Gewebe beeinflusst 
haben. 
Die Analyse des MMP-2-Gens erfolgte mittels der High-Resolution-Melting-PCR. 
Das MMP-2-Gen wurde auf zwei bestimmte single nucleotide polymorphisms untersucht. Es 
ist daher nicht auszuschließen, dass weitere Mutationen im MMP-2-Gen existieren, die 
dessen Expression und Funktionalität beeinflussen. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ausschließlich MMP-2 untersucht. 
Aussagen zu weiteren Matrixmetalloproteinasen und dessen Gegenspielern, welche auch im 
Aortengewebe vorhanden sind und Einfluss auf den Matrixstoffwechsel ausüben, können 
nicht getroffen werden und bedürfen weiterführender Untersuchungen. 
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Die bikuspide Aortenklappe weist eine Inzidenz von 0,9 - 2 % auf und ist damit die häufigste 
kongenitale Herzklappenanomalie in der allgemeinen Bevölkerung (Fedak et al., 2005; 
Braverman et al., 2005). Nur bei 20 % der Patienten mit bikuspider Aortenklappe bleibt diese 
lebenslang funktionstüchtig (Collins et al., 2008; Butany et al., 2005, Michelena et al., 2008). 
Patienten mit bikuspider Aortenklappe haben oft ein erhöhtes Risiko für Komplikationen der 
Aorta ascendens. Aneurysmen treten häufiger und schwerer in jüngeren Jahren auf (Etz et 
al., 2010). Die Festigkeit der Aortenwand ist abhängig von der Balance zwischen Synthese 
und dem Abbau der extrazellulären Proteine. Der Verlust der Elastizität und der 
Aortencompliance begleitet möglicherweise langsam, aber fortschreitend die Dilatation der 
Aorta (Abaci et al., 2012). Matrixmetalloproteinasen gehören zur Familie der Proteasen, die 
eine wichtige Rolle in der Homöostase des Bindegewebes spielen (Stamenkovic et al., 2000; 
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Sternlicht et al., 2001). Sowohl extrazelluläre als auch zelluläre Prozesse sind an der 
Pathogenese der Aortenaneurysmen beteiligt. Aneurysmen sind durch eine Schwäche und 
Deformierung der Architektur der Aorta gekennzeichnet und sind relativ häufig Ursache für 
den Tod durch Ruptur oder Dissektion (Mohamed et al., 2011). Die Aortendilatation bei 
Patienten mit bikuspiden Aortenklappe ist bedingt durch eine intrinsische Pathologie der 
Aortenwand, welche durch Medianekrose und -zerstörung charakterisiert ist (Abaci et al., 
2012). Dies macht bikuspide Aortenklappen zu einer potentiell tödlichen Erkrankung (Tadros 
et al., 2009). Metalloproteinasen sind Bestandteile des Matrixstoffwechsels und beeinflussen 
so die Festigkeit der arteriellen Gefäßwand (Abaci et al., 2012). In der Aorta ascendens 
kommen hauptsächlich die Gelatinasen MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B) 
vor, welche bevorzugt Kollagen Typ IV, teilweise auch Elastin und fibrilläres Kollagen 
abbauen (Abaci et al., 2012). Hintergrund der Studie waren Untersuchungen von 
Aortengewebe bikuspider Aortenklappenträger anderer Autoren, die Veränderungen der 
Matrixzusammensetzung bei Aortenaneurysmen von BAV-Patienten beschrieben (Wilton et 
al., 2007; Abaci et al., 2012). 
Daraus ergab sich die Hypothese, dass die Veränderung der Matrixenzyme bei BAV-




Ist die Expression des MMP-2-Gens in der Gefäßwand aneurysmatisch veränderter Aorta 
ascendens bei BAV-Patienten im Vergleich zu TAV-Patienten erhöht und hat dies eine 
vermehrte Proteinmenge und Aktivität des Matrixenzyms in der Aortenwand zur Folge? 
Bestehen Mutationen im MMP-2-Gen, die diese Veränderung des Matrixenzyms erklären? 
 
Methoden: 
Es wurden Gefäßwandproben von Patienten mit aneurysmatisch erweiterter Aorta 
ascendens auf Veränderungen der Matrixmetalloproteinase-2 bei bikuspider und trikuspider 
Aortenklappe untersucht. Zunächst erfolgte die Bestimmung der Genexpression des 
Matrixenzyms MMP-2. Des Weiteren erfolgte die Quantifizierung des Enzyms im 
Aortengewebe der Probanden mittels Western Blot Analyse und ELISA. Außerdem wurde 
die Aktivität des matrixabbauenden Enzyms mittels Zymographie bestimmt. Weiterhin wurde 
die DNA aus den Aortenwandproben von BAV- und TAV-Patienten isoliert und die 
kodierende Region des MMP-2-Gens mittels High-Resolution-Melting-PCR (HRM-PCR) 
analysiert. 
  




Auf mRNA-Ebene zeigte sich eine signifikant erhöhte Expression der MMP-2 bei Patienten 
mit bikuspider Aortenklappe. Dies spiegelt sich auch in der Quantifizierung des MMP-2 
Proteins in der Western Blot Analyse und im ELISA wider. Ebenso konnte im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit eine erhöhte Enzymaktivität der MMP-2 in der Zymographie bei BAV 
Patienten nachgewiesen werden. Bei der HRM-Analyse zeigte sich in der Kohorte der BAV-
Patienten eine Veränderung der Basenabfolge im MMP-2-Gen. 
 
Diskussion: 
Die bikuspide Aortenklappe ist die häufigste kongenitale kardiale Malformation und betrifft 
ca. 0,9 - 2 % der Bevölkerung . Sie ist mit einem erhöhten Risiko für Komplikationen, wie 
beispielsweise einem vermehrten Auftreten von Aortenaneurysmen, verbunden (Fedak et al., 
2005; Yuan et al., 2010). Patienten mit BAV entwickeln zu etwa 26 % ein Aneurysma der 
Aorta ascendens (Ferencik et al., 2003; Roberts et al., 1991). Sie stellen ein erhöhtes Risiko 
für eine Aortendissektion dar. Die Studie zielte darauf ab Unterschiede in der Entstehung von 
Aneurysmen bei BAV-Patienten im Vergleich zu TAV-Patienten zu detektieren und eine 
Erklärung für das gehäufte Auftreten von Aneurysmen bei der Patientengruppe mit 
bikuspider Aortenklappe zu finden. 
Unter den in dieser Studie untersuchten Probanden wiesen 72 % der BAV-Patienten und nur 
15 % der TAV-Patienten eine Aortenklappenstenose auf. Es traten also signifikant mehr 
Aortenstenosen bei Patienten mit BAV-Klappe auf. Diese Ergebnisse korrelieren mit Daten 
weiterer Studien, die ebenfalls zeigten, dass BAV-Patienten zur Ausbildung von Stenosen 
neigen und mit Aortenpathologien wie einer häufigeren Aneurysma-Ausbildung assoziiert 
sind (Michelena et al., 2011; Braverman et al., 2005; Fedak et al., 2002; Tadros et al., 2009; 
Ferencik et al., 2003; Ward et al., 2000). Die veränderte Hämodynamik ist als ein Faktor der 
gehäuften Erweiterung anzusehen. Aber auch genetische Faktoren, insbesondere 
diejenigen, die den Stoffwechsel der extrazellulären Matrix regulieren, wurden als 
maßgebliche Mechanismen für die Aneurysmabildung erkannt. Im Rahmen dieser Studie 
wurden aneurysmatisch veränderte Aortenproben von BAV- und TAV-Patienten untersucht, 
um Unterschiede in der Aktivität der Matrixmetalloproteinase-2 zu detektieren. 
In unserer untersuchten Kohorte zeigten im MMP-2 SNP rs243865 nur 39 % der BAV 
Patienten eine unveränderte Basenabfolge. Das bedeutet, dass BAV-Patienten gehäuft 
Mutationen im MMP-2-Gen aufweisen, die den Matrixstoffwechsel durch Überwiegen der 
Matrix-abbauenden Enzyme beeinflussen könnten. 
In der vorliegenden Arbeit wiesen BAV-Patienten, verglichen mit TAV-Patienten, eine 
signifikant höhere MMP-2 mRNA Expression auf, was zunächst keine Rückschlüsse auf die 
tatsächliche Proteinmenge und Aktivität des MMP-2-Enzyms im Aortengewebe zulässt. 
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Jedoch zeigte sich sowohl eine erhöhte mRNA-Expression und ein vermehrter Proteingehalt 
an MMP-2 im untersuchten Gewebe als auch eine signifikant höhere MMP-2 Enzymaktivität 
im Aortengewebe von BAV-Patienten. 
 
Schlussfolgerung: 
Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Patienten mit bikuspider Aortenklappe und 
assoziiertem proximalen Aortenaneurysma eine erhöhte Enzymaktivität der 
Matrixmetalloproteinase-2 aufweisen und dies eine potenzielle Ursache für die Entstehung 
der Aneurysmen, durch einen vermehrten Abbau der extrazellulären Matrix, darstellt. In 
Einklang mit der Enzymaktivität steht eine erhöhte Proteinmenge, sowie auf mRNA-Ebene 
eine vermehrte Expression der MMP-2. Auch die Häufigkeit sogenannter single nucleotide 
polymorphisms weicht von der der Patienten mit trikuspider Aortenklappe und assoziiertem 
Aortenaneurysma ab. Ob dies funktionelle Auswirkungen hat bleibt unklar. 
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